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Resumen

Titulo:

Disefio y preparacion de nanocompuestos funcionalizados con acido félico y sus aplicaciones biomédicas .
Autor:

John Jairo Castillo Ledn*

Palabras claves:

Nanotubos de carbono, nanotubos de péptido, acido félico, funcionalizacién, leishmaniasis, biosensor.
Descripcion:

La preparacion de nanocompuestos funcionalizados con biomoléculas ha permitido su aplicacién en la entrega
de farmacos, deteccidon y diagndstico de enfermedades. En este trabajo se prepararon y caracterizaron
nanotubos de carbono (NTC) y de péptido (NTP) funcionalizados con acido félico (AF) para: 1) el estudio de la
actividad in vitro en células infectadas con Leishmania panamensis irradiadas con un laser infrarrojo cercano
(IRC) y 2) la construccién de un biosensor electroquimico para la deteccion de células cancerigenas Hela. Los
nanotubos-AF fueron preparados por funcionalizacién covalente y no covalente y la unién nanotubo-AF se
evidencié por métodos espectroscopicos (ultravioleta-visible (UV-Vis), fluorescencia, 2D-DOSY Espectroscopia
Bidimensional de Difusion Ordenada (RMN) y Raman) y microscépicos (fluorescencia, Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) y Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)). La internalizacion celular y la actividad
antiparasitaria y citotoxica de los NTC-AF se determiné en células THP-1 no infectadas e infectadas con L.
panamensis antes y después de irradiacion con IRC. El biosensor para la deteccién de células HelLa se
construyé acoplando el NTP-AF a un electrodo de grafeno.

Los conjugados obtenidos presentaron: estabilidad quimica, alta solubilidad, baja toxicidad y presentaron
tamafios nanométricoS de 2000 a 50 nm. Los NTC-AF alcanzaron una temperatura maxima de 44°C después
de irradiarlos con IRC. Fueron internalizados por las células THP-1 (infectadas y no infectadas). El tratamiento
de NTC-AF seguido de irradiacion con IRC mostro baja o nula toxicidad.

El electrodo de grafeno/NTP-AF registré un valor de corriente de 444 pA. Registrd un nivel minimo de deteccion
de 250 células HeLa/mL para las células cancerigenas. Experimentos control mostraron la selectividad del
biosensor los RF.

Los nanotubos-AF fueron utilizados en la exploraciéon de nuevas aplicaciones biomédicas, principalmente en el
tratamiento de enfermedades infecciosas como la leishmaniasis y en el desarrollo de un biosensor
electroquimico de células cancerigenas.

"Tesis doctoral

*Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Fernando Martinez O., Patricia Escobar R., Edgar A. Paez
Mozo.

19



Abstract

Title:

Design and preparation of nanostructures functionaliazed with folic acid and biomedical applications*.
Author:

John Jairo Castillo Ledn*

Keywords:

Carbon nanotubes, peptide nanotubes, folic acid, functionalization, leishmaniasis, biosensor.
Description:

Functionalization of nanostructures with biomolecules has allowed their use in a broad range of biomedical
applications as: drug delivery, diagnostics and therapies of many diseases. In this work carbon nanotubes (CNT)
and peptide nanotubes (PNT) functionalized with folic acid (FA) were prepared for the study of in vitro activity
against cells infected with Leishmania panamensis irradiated with near infrared light (NIR) and for the
construction of a biosensor for detection of HelLa cells. Nanotubes-FA were prepared by covalent and
noncovalent methodologies and it was evidenced through spectroscopic (ultraviolet-visible (UV-Vis),
fluorescence, 2D-DOSY NMR and Raman) and microscopic techniques (fluorescence, SEM, AFM). Phototermic
effect of CNT-FA was studied measuring temperature (°C) after irradiation with NIR. Cell internalization,
antiparasitic and citotoxic effect of CNT-FA was measured in THP-1 cells non infected and infected with L.
panamensis before and after irradiation with NIR. The biosensor for cancer cell detection was prepared through
the integration of PNT-FA in a graphene electrode.

Nanotubes-FA showed: chemical stability, solubility, low toxicity and micro and nanometric size (2000-50 nm).
CNT-FA reached a temperature of 44°C after irradiation with NIR. CNT-FA were internalized by THP-1 cells
(infected and non infected) and showed an internalization percentage of 60% after 72 h of incubation. CNT-FA
showed low values of toxicity below of 39% and low inhibition percentages below 22%. Nanotubes-FA were no
toxic at dark conditions.

Graphene electrode and graphene electrode/PNT-FA showed signal currents of 444 pA and 138 pA
respectively. Biosensor showed a low limit of 250 HelLa cells/mL for cancer cells. Control experiments showed
selectivity towards Hela cells and FR.

Functionalized nanotubes with FA were used in the exploration of new biomedical applications, mainly in the
therapy of infectious diseases as leishmaniasis and in the construction of a biosensor for cancer cells.

"Doctoral thesis
*Science Faculty. School of Chemistry. Directors: Fernando Martinez O., Patricia Escobar R., Edgar A. Paez Mozo.
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Introduccion

La nanotecnologia ha permitido el desarrollo de nuevos materiales cuyo uso en
medicina han generado tratamientos alternativos a las enfermedades asi como la deteccion
de las mismas, logrando centrar la atencion de la comunidad cientifica en los ultimos 20 afos
debido al alcance y a las multiples aplicaciones alcanzadas principalmente en el campo de la

biomedicina.

Los nanotubos poseen caracteristicas estructurales unicas, por ejemplo los nanotubos
de carbono (NTC) y los nanotubos de péptidos (NTP) son estructuras cilindricas de tamafio
nanomeétrico formadas exclusivamente por atomos de carbono y por aminoacidos
respectivamente. Uno de los requisitos fundamentales para lograr la aplicacién de los
nanotubos es la posibilidad de ser modificados quimicamente en un proceso conocido como
funcionalizacion. La funcionalizacion con biomoléculas (ADN, anticuerpos, proteinas,
péptidos y enzimas) de las nanoparticulas como los nanotubos de carbono, nanoparticulas
de oro y plata, nanoparticulas poliméricas, liposomas y nanotubos biolégicos han permitido
aumentar el numero de aplicaciones biomédicas. Entre las mas importantes se tienen: la
entrega controlada de farmacos, diagndstico y deteccion de enfermedades y la terapia

fotodinamica.

El acido folico (AF) es una de las biomoléculas mas utilizadas en aplicaciones
biomédicas, ademas es una molécula de vital importancia en la sintesis del ADN y es un
suplemento vitaminico que ayuda a las mujeres en estado de embarazo a prevenir defectos
congénitos en los recién nacidos. Ha sido utilizada como blanco estratégico en la deteccion,
diagnostico y tratamiento en enfermedades como el cancer. Sin embargo, sus aplicaciones
se han limitado precisamente al tratamiento de diferentes tipos de cancer. Son pocos los
estudios relacionados con la utilizacion de NTC y NTP funcionalizados con AF para el
tratamiento de otro tipo enfermedades como la leishmaniasis y menos comun, estudios
relacionados con la deteccién de células cancerigenas utilizando nanotubos bioldgicos

funcionalizados con AF.

Esta tesis doctoral estda enmarcada dentro de un proyecto financiado por Colciencias
(1102-459-21468) y por la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU) (ETP_271-08-0968). El

proyecto estaba enfocado en la busqueda de una alternativa al tratamiento de la
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leishmaniasis y a la busqueda de nuevas aplicaciones en el campo de la biomedicina por
medio de la utilizacién de nanotubos de carbono y nanotubos biolégicos funcionalizados con

acido folico.

El aporte de éste trabajo doctoral fue el desarrollo de procedimientos que permiten la
funcionalizacion con AF de los NTC y NTP generando nuevos nanocompuestos. La
caracterizacion de los nanotubos funcionalizados por diferentes técnicas analiticas y
microscopicas y la exploracién de nuevas aplicaciones biomédicas, principalmente en el
tratamiento de enfermedades infecciosas como la leishmaniasis y en el desarrollo de un
sistema de deteccion electroquimico de células cancerigenas. El desarrollo de estos nuevos
nanocompuestos funcionalizados abre nuevas posibilidades para el desarrollo de
tratamientos alternativos a los tradicionales y sistemas de deteccidn tanto en enfermedades

infecciosas como en el cancer.
= Objetivo de latesis

El objetivo general de esta tesis fue preparar, funcionalizar y caracterizar nanotubos
de carbono (NTC) y de péptidos (NTP) funcionalizados con AF para dos tipos de aplicaciones
biomédicas especificas: (a) actividad in vitro de NTC-AF irradiados con laser del infrarrojo
cercano en células infectadas con el parasito de la Leishmania panamensis y (b) deteccion

de células cancerigenas Hela utilizando NTP-AF.
Para alcanzar el objetivo general se propusieron los siguientes objetivos especificos:

+ Evaluar procedimientos de funcionalizacién de los nanotubos NTC y NTP con el acido
félico.

+ Caracterizar espectroscopica y microscopicamente los NTC y los NTP funcionalizados
con acido fdlico.

+ Evaluar el efecto de la radiacién infrarroja cercana sobre los NTC funcionalizados con
acido félico

+ Estudiar la internalizacién y la fototoxicidad de los NTC funcionalizados en macréfagos
infectados y no infectados con Leishmania panamensis.

4+ Construir y caracterizar electroquimicamente un biosensor de NTP-FA para la

deteccion de células Hela.

25



Para lograr los objetivos se seleccionaron, por una parte (1) los NTC debido a su
tamafo nano, sus propiedades Oopticas y a la posibilidad de ser funcionalizado con
biomoléculas pueden facilitar su ingreso en las células y con la ayuda de radiaciones
electromagnéticas inocuas (IR cercano) generar un efecto fototoxico y asi eliminar
selectivamente a las células infectadas con el parasito de la Leishmania. Por otra parte (2)
los NTP, son estructuras biolégicas auto-ensambladas espontaneamente, dado a su tamario
micro y nanométrico y a su funcionalizacién con AF tienen la posibilidad de ser incorporados
en elementos transductores para la construccién de biosensores. El aprovechamiento de la
interaccion AF-receptor de folato fue utilizada para generar un sistema de deteccion
electroquimico, econdmico y de rapida respuesta en la deteccion de células cancerigenas del

tipo Hela.
* Preguntade investigacion

La investigacion realizada fue motivada para buscar respuesta a las siguientes preguntas:
Pueden los NTC-AF producir la muerte selectiva mediante su interaccidén con la radiacion IR
cercano de células infectadas con la Leishmania.Y pueden los NTP-AF ser incorporados

como elemento bioldgico de un biosensor para la deteccidn selectiva de células HelLa?
= Hipotesis

Los NTC-AF ingresan selectivamente en células infectadas con L. panamensis y eliminan

amastigotes intracelulares luego de su activacion con IR cercano.

Los NTP-AF son incorporados en un biosensor como elementos de reconocimiento bioldgico

para la deteccion selectiva de receptores de folato presentes en células Hela.
* Resumen de latesis

Los resultados del trabajo de investigacion se presentan en 4 capitulos que incluyen la

siguiente informacion:
o Capitulo 1

Aqui se hace una breve revisidbn del estado del arte y los conceptos tedricos

involucrados en la sintesis, funcionalizacion y aplicaciones biomédicas de los NTC y los NTP.
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o Capitulo 2

Este capitulo se describe la preparacion y métodos empleados en la sintesis,
funcionalizacion y caracterizacion de los nanocompuestos. Para la caracterizaciéon
espectroscopica se usaron los equipos de UV-vis, fluorescencia, Raman, 2D DOSY-RMN,
potencial zeta. Se presentan los resultados y la discusion de la preparacion y caracterizacion
de los nanotubos-AF mediante estrategias de funcionalizacion covalente y no covalente. La
unién especifica se evidencié por medio de UV-vis, Raman, fluorescencia y se utilizé la
técnica bidimensional de RMN conocida como 2D-DOSY. A nivel estructural las técnicas
microscopicas como la AFM, SEM y microscopia fluorescente mostraron el enlazamiento del

AF a la superficie de los nanotubos.
Capitulo 3

Se indican los experimentos de la fotoactivacion de los NTC-AF y su posterior
actividad in vitro en células infectadas con el parasito de la Leishmania panamensis. La
fotoactivacion de los NTC fue evidenciada mediante un aumento de la temperatura de la
dispersion NTC-AF luego de ser irradiada con un laser IR cercano 808 nm. Los NTC-AF
ingresaron y se internalizaron en las células infectadas y la irradiacién con el laser produjo
una leve disminucion en el numero de amastigotes intracelulares. Los experimentos

bioldgicos se realizaron en el CINTROP bajo la direccién de |la Profesora Patricia Escobar.
o Capitulo 4

Se indica el procedimiento para la construccion de un biosensor mediante la
modificacion de electrodos de grafeno con el conjugado NTP-AF. Se observd una alta
respuesta electroquimica de los electrodos de grafeno/NTP-AF, la cual permitié la deteccion
de receptores de folato (RF) y de células cancerigenas, que sobre expresan este tipo de
receptores, principalmente con células del tipo Hela. La caracterizacion mediante la
voltametria ciclica (VC) mostré la selectividad del biosensor hacia los RF. Estos
experimentos se realizaron en los laboratorios del grupo NaBis (Nano Bio Integrated
Systems) del departamento de Micro y Nanotecnologia de la Universidad Técnica de

Dinamarca (DTU) bajo la supervision de los profesores Winnie Svendsen y Jaime Castillo.
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0o Anexos

En los anexos se incluye una breve revision del estado actual del arte de la
leishmaniasis. Ademas contienen un estudio computacional basado en el uso de la técnica
DFT, que demuestra la interaccion entre los NTC y el AF, este estudio se realizd en
colaboracion con el MSc en Quimica Ciro Rozo. Ademas se mencionan los resultados que
fueron publicados en diferentes revistas internacionales y nacionales. También se muestran
los resultados presentados en los congresos internacionales relacionados con los temas de

esta tesis doctoral.

Finalmente, en este trabajo de investigacion se lograron realizar dos aportes
significativos en el campo de la biomedicina. Primero, la funcionalizaciéon de NTC con el AF y
la fotoactivacion con IR cercano permitid la aplicacion por primera vez de este
nanoconjugado en el tratamiento de la leishmaniasis. Segundo, este es el primer trabajo que
reporta la funcionalizacion de NTP con AF y su aplicacion en biomedicina mediante la

construccion de un biosensor para la deteccion de células cancerigenas del tipo Hel a.
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Marco de Referencia y Estado del Arte

Dado que el objeto de investigacion son los NTC y NTP se mostrara inicialmente una revision
general del concepto de la nanotecnologia y sus principales campos de aplicacién. Con
respecto a los NTC y NTP se hara una revision de los aspectos mas importantes como son:
sintesis, propiedades y aplicaciones. Posteriormente se abordaran los aspectos generales
del AF como molécula estratégica en la funcionalizacion de los NTC y NTP. Finalmente dado
que los nanocompuestos seran evaluados como agente potencial para el tratamiento de la
leishmaniasis y como elemento de reconocimiento biolégico para la construccion de un
biosensor que permita la deteccion de células cancerigenas, se hara una revision general de

cada uno de estos dos topicos.

En el estado del arte se mostraran los avances mas significativos en la aplicacion de este
tipo de nanoestructuras en el tratamiento y/o diagnostico en leishmaniasis y cancer asi como

la ventaja estratégica de la funcionalizacion con AF.
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1. Marco de referenciay estado del arte

1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es el proyecto de ciencia e ingenieria que el hombre lleva a cabo para
perfeccionar el arte de la fabricacion de materiales en la escala de lo muy pequefo
(Takeuchi, 2009). El prefijo nano- proviene del latin nanus, que significa “enano” y
actualmente significa una milmillonésima parte de un metro, llamado nanémetro (nm) (1/1
000 000 000). Para tener una idea mas clara qué tan pequefio es un nanémetro, se puede

imaginar que el diametro de un cabello mide aproximadamente 75000 nm.

La nanociencia es el estudio de los sistemas cuyo tamafio es de unos nandémetros y es la
encargada de comprender su comportamiento a esta escala. La nanotecnologia por su parte
es un campo de la ciencia que estudia, disefia, manipula y fabrica materiales a escala
nanoscopica y les da alguna aplicacion practica (Martin-Palma y col.,2010). En la figura 1 se

puede apreciar la escala de tamafios de algunos materiales en el micro y nanomundo.

g fgu " £
g g =
2 & g 3
| ey & L®
30 rgf_'ﬁ * ﬁ‘ﬁ '
<« | i i i =>
14 Inm 10nm 100nm 1pun 10pm
= ~
" Resolucion Transistor Transistor
Nanotubos  pitoerafica  (2003) (1970)

NANO MICRO

Figura 1. Escala del tamafo de objetos nano y microscopicos.

Las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas presentadas por los materiales a escala

nanométrica son diferentes de sus propiedades a escala macroscépica (absorcion de la luz,

tamano, toxicidad, etc).
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Figura 2. Vitrales y la copa de Licurgo formados por nanoparticulas de oro y de plata (Qui y col.,
2010).

La nanotecnologia ha permitido el descubrimiento y fabricacion de diferentes tipos de
nanoparticulas, entre las que se tienen: nanoestructuras de carbono, nanoparticulas
metalicas y bioldgicas, puntos y alambres cuanticos, etc (Kim y col., 2010; Scalon y col.,
2011).

En este trabajo se hara especial énfasis en los nanotubos de carbono (NTC) y nanotubos

bioldgicos (péptidos) (NTP) debido a que es el objeto de estudio de ésta investigacion.
1.2. Nanotubos de carbono

El carbono es un elemento muy abundante e importante en la naturaleza. Tiene la
particularidad de existir en diferentes formas alotropicas debido a su capacidad de
hibridacién. La hibridacién es un fendmeno que consiste en un reacomodo de electrones del
mismo nivel de energia (orbital 2s) al orbital 2p (Carey y col., 2007). Esto es con el fin de que

cada orbital p tenga 1 electron en “Py", uno en “P,” y uno en “P,” para formar la tetravalencia

del carbono.

En el grafito, los atomos de carbono se acomodan formando capas, en las que cada atomo
esta rodeado por otros tres en un arreglo en forma de panal de abejas (figura 4 y 3). Estas
capas estan apiladas unas sobre otras. Una sola capa de grafito es muy estable, fuerte y
flexible, pero entre capa y capa la adhesion es muy débil. Por otro lado, en el diamante cada

atomo de carbono esta enlazado a cuatro vecinos iguales, dispuestos en forma de tetraedro,
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como se observa en la figura 4 y 3. El diamante sélo se consigue sometiendo el carbono a

presiones muy altas; por eso es tan dificil de encontrar.

14z &

Figura 3. Formas alotrépicas del carbono: grafito y diamante

En 1991 (ljima, 1991) el cientifico japonés Sumio ljima encontré otra forma alotropica del
carbén con forma cilindrica: los nanotubos de carbono (NTC), los cuales son nanoestructuras
cilindricas que pueden tener una o varias capas conceéntricas. Poseen un tamano transversal
de unos pocos nandmetros y un tamano longitudinal que puede alcanzar los centimetros
(Singh y col., 2009). Los NTC poseen enlaces C-C tipo sp? “deformados”, debido a la
curvatura producida cuando son sintetizados. Esta curvatura ademas produce un
confinamiento cuantico que es responsable de sus propiedades fisicas como: alta resistencia
mecanica, buena conductividad eléctrica y altos coeficientes de absorcién espectroscopicos
(Sgobba y col., 2008).

1.2.1. Estructurade NTC

La forma y estructura de los NTC esta definida por parametros especificos como: vector
quiral, angulo quiral y el diametro del tubo. En la figura 4 se aprecia el modelo para la
formacion de los NTC.

El modelo de estudio para la formacién de los NTC es explicado por medio de la estructura
del grafeno. Segun la figura 4, T es el vector de traslacién, Cy, es el vector quiral, 6 es el
angulo quiral y a1 y az son los vectores de la red. El vector quiral define la posicion relativa de
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dos sitios en la red de grafeno 2D (O, A), esta definido mediante dos numeros enteros (n, m)

y por los vectores unitarios de la red hexagonal a4 y a.

Figura 4. Modelo de la hoja de grafeno que explica la formacién de los NTC (Balasubramanian y
cols., 2005).

De acuerdo con los numeros n y m y asi como se enrolle la hoja de grafeno los NTC se
clasifican como:
e Nanotubos brazo de silla: los nanotubos tendran esta denominacién si (n=m) y si
ademas posee un angulo quiral de 6=0°.
e Nanotubos zigzag: se llamaran asi cuando (m=0) y poseen ademas un angulo quiral
6=30°
e Nanotubos quirales: los nanotubos son tipo quiral si (n>m>0) y si ademas poseen un
angulo quiral 0°<6<30°.
En la figura 5 se encuentran los 3 tipos de nanotubos segun la forma como se enrolla la hoja

de grafeno.

Figura 5. Modelos moleculares de NTC con diferentes quiralidades; A) Brazo de silla, B) Zigzag, C)
Quiral (Klumpp y col., 2006).
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De acuerdo al numero de capas los NTC pueden clasificarse como:
e Nanotubos de capa multiple (NTCCM): son aquellos formados por capas concéntricas
de forma cilindrica, las cuales estan separadas aproximadamente una distancia similar
a la distancia interplanar del grafito, ver figura 6.
e Nanotubos de capa unica (NTCCU): son los que pueden describir como una capa
bidimensional de grafito enrollada formando un cilindro de décimas de micrones de
longitud y radio del orden de los nanometros, los cuales ademas poseen en sus

extremos semiestructuras de fulerenos.

Figura 6. NTC segun el numero de capas: a) NTC de capa multiple, b) NTC de capa unica (Zhao y
col., 2009).

1.2.2. Sintesis de NTC

Desde el descubrimiento de los NTC se han desarrollado varias metodologias para su
sintesis, entre las mas destacadas se encuentran: ablacion laser, descarga de arco,

deposicion catalitica en fase de vapor (DCV) (Chiang y col., 2001; Cassell y col., 1999).
1.2.3. Funcionalizacién de NTC

Uno de los principales requisitos para que los NTC puedan ser utilizados en diferentes
aplicaciones es la posibilidad de ser funcionalizados. Los NTC disponibles comercialmente
presentan residuos de catalizadores, nanoparticulas metédlicas y formas alotrépicas de
carbono que requieren vy dificultan los procesos de purificacién, solubilizacién y
funcionalizacion (Hirsch y col., 2005; Hamony col., 1999). Luego de su preparacion y sintesis
los NTC adquieren un aspecto de polvo esponjoso dificil de manipular, por lo que es
necesario su funcionalizacion quimica para obtener un material mas homogéneo y soluble

(figura 7).
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Figura 7. A) NTC en una solucion acuosa de AF (5 mM) antes de sonicacion, B) NTC-AF luego de
sonicacion.

El procedimiento de purificacion mas ampliamente utilizado consiste en el tratamiento de los
NTC a altas temperaturas (80°C) con una mezcla de acidos fuertes (HNO3/H,SO,) (Pumera y
col., 2009). Bajo estas condiciones se produce la disolucion del residuo metalico junto con la
oxidacion del NTC. A pesar de ser una de las estrategias mas utilizadas, el tratamiento
oxidativo con esta mezcla de acidos produce NTC con defectos en su estructura electronica
limitando algunas veces el rango de aplicaciones (Swierczewska y col., 2012). Debido a lo
anterior se han utilizado estrategias que hacen uso de procedimientos no covalentes
mediante el uso de surfactantes, proteinas, ADN y otro tipo de biomolécula (Tasis y col.,
2006). A continuacion se describen los métodos covalentes y no covalentes mas utilizados
para la funcionalizacion de NTC. La figura 8 muestra el esquema de los métodos mas

utilizados para la funcionalizacion de los NTC.

Figura 8. Metodologias de funcionalizacion de NTC: A) Funcionalizacién a través de defectos
superficiales, B) Funcionalizacion covalente en las paredes, C) Funcionalizacion exoédrica no
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covalente con surfactantes, D) Funcionalizacién exoédrica no covalente con polimeros, E)
Funcionalizacion endoédrica.

e Funcionalizacidon no covalente

La funcionalizacion no covalente esta basada en interacciones del tipo van der Waals,
hidrofébicas y de tipo m-11. Una de las ventajas de este tipo de funcionalizacion es que la
estructura aromatica de los NTC es preservada, sin modificar la estructura electrénica de los
NTC que no se ve afectada (Azamian y col., 2002). Dentro de las metodologias mas
utilizadas para la funcionalizacibn no covalente se tienen aquellas que hacen uso de
surfactantes y algunas biomoléculas como ADN, carbohidratos, proteinas, etc (Thuy y col.,
2012; Carson y col.,, 2012; Yang y col., 2012). Un estudio comparativo para mejorar la
dispersion de NTC, utilizé cuatro surfactantes diferentes (Triton X-100, Tween 20, Tween 80
y dodecilsulfato de sodio) demostrando que el Triton X-100 y el dodecilsulfato de sodio
fueron los surfactantes que exhibieron respectivamente la mayor y la menor calidad en la
dispersion respectivamente. Las dispersiones fueron caracterizadas por UV-Vis vy
microscopia de transmisioén electronica (TEM) (Hagenmueller y col. 2008). Moléculas de la
familia de los pirenos han sido utilizadas exitosamente para la funcionalizacion no covalente
de NTC para aplicaciones en biosensores, la parte planar o aromatica de la molécula de

pireno se une al NTC a través de interacciones de apilamiento -1 (Haddad y col., 2010).
e Funcionalizacion covalente

La funcionalizacion covalente es una funcionalizacion irreversible caracterizada por la
modificacion de las paredes laterales y la punta de los NTC, mediante el uso de acidos
inorganicos fuertes (Liu y col., 2005). Los nanotubos primero son oxidados con acidos fuertes
como: acido clorhidrico, sulfurico y nitrico. Esta oxidaciéon crea defectos en las paredes de
los NTC, de tal manera que se generan grupos carboxilicos que incrementan la dispersion y
solubilidad en soluciones acuosas (Maurin y col., 2001). Por ejemplo los NTC pueden ser
cortados de manera controlada mediante la oxidacién con soluciones “pirafia” constituidas
por mezclas concentradas de acido sulfurico y acido nitrico (Ziegler y col., 2005). En la tabla

1 se pueden apreciar otras metodologias similares.
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Tabla 1. Metodologias covalentes para funcionalizar NTC

Tipo de NTC Método Referencia
HiPco, CoMoCat Sonicacion en 8M HNO; y reflujo en 2.6M HNO3 (Touchl y col., 2009)
HiPco Calentamiento de HNO; diluido (Martinez y col., 2003)
HiPco Sonicacion de mezclas de H,SO,4 y H,0, (96% y 30%) (Chidawanyka y col.,
2010)
HiPco Oxidaciéon con KMnQ, (Dillon y col., 2003)

1.2.4. Caracterizacién de NTC

Los nanotubos de carbono pueden ser caracterizados por técnicas tradicionales como RMN,
UV-Vis e IR, etc. Debido al tamafo nano de estas estructuras de carbono su caracterizacion
se hace mas complicada por lo que es necesario el uso de técnicas sofisticadas como:
Analisis Termogravimétrico (ATG), Espectroscopia RMN 2D de Difusion Ordenada (DOSY
2D), Espectroscopia Raman, Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM) y Microscopia de Fuerza Atéomica (AFM) (Hsieh y col.,
2010; Castillo y col., 2012; Li y col., 2002; Journet y col., 1997).

1.2.5. Propiedades Opticas de NTC
Las propiedades Opticas de los NTC dependen fundamentalmente de su caracter
unidimensional (1D). Particularmente se tiene el caso de los nanotubos de carbono de pared
simple, en donde el confinamiento y la consecuente cuantizacién de los estados de energia
electronica y vibracional de la direccion radial dan lugar a la aparicion de las singularidades
de van Hove (vHSs) en la densidad de estados electrénicos (DEE). Estas singularidades son
distintas para cada nanotubo (Kataura y col., 1999).
Las transiciones O6pticas en los NTC ocurren entre las singularidades de vHSs de las
respectivas bandas electronicas de valencia y de conduccion, resultando en transiciones
discretas comparadas con las bandas anchas presentadas en solidos no unidimensionales.
Para NTC con diametros entre 0.5 y 3 nm pueden encontrarse transiciones con energias
entre 1y 3eV.

1.2.6. Estructura electronica
La estructura de bandas electrénicas 1D de los NTC se obtiene a partir de una lamina de
grafito 2D mediante el modelo de plegado de zona (Zone Folding ZF) y esta determinado por
los numeros (n,m). Esto se debe al confinamiento de la funcion de onda electronica en la

direccién radial que da lugar al desdoblamiento de cada una de las bandas del grafito (una
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enlazante 11 y otra antienlazante ) en N bandas, donde N es el nimero de hexagonos que
contiene la celda unidad del nanotubo. Se produce un cambio sustancial en la DEE, de
manera que la DEE 1D presenta unos picos agudos que son singularidades de van Hove.
Las singularidades agrupan un elevado numero de estados y son unicas para cada NTC. La
figura 9 muestra las correspondientes singularidades vHS en la densidad de estados de dos

NTC con caracteristicas geométricas muy similares.

o

Figura 9. Singularidades de van Hove en la densidad de estados electronicos de los nanotubos (7,5)
y (6,6). (Carlson y col., 2008)

La estructura electronica de los NTC es unica y particular en la fisica del estado sélido en el
sentido de que los nanotubos son metalicos o semiconductores dependiendo de su diametro
y quiralidad. Asi, son metalicos todos los nanotubos en que n-m=3p, con p entero, (1/3 del
total) y semiconductores todos los demas (2/3 del total).

1.2.7. Aplicaciones biomédicas de NTC
Las propiedades fisicoquimicas de los NTC como: tamafio nanométrico, biocompatibilidad,
facilidad de funcionalizacién, etc, los han llevado a convertirlos en candidatos excelentes en
diversos tipos de aplicaciones en el campo de la biologia y la medicina principalmente
(Bianco y col., 2005; Akasaka y col., 2009; Lu y col., 2009).

e Entrega controlada de farmacos
En los ultimos afos los NTC han llamado la atencién de la comunidad cientifica debido a su
capacidad para la entrega de farmacos de manera especifica y controlada (Bianco y col.,
2005). Los farmacos pueden ser acoplados dentro de la estructura de los NTC o

funcionalizados directamente sobre las paredes laterales. Esta facilidad de insercion vy
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funcionalizacion es debida probablemente a la capacidad de formar enlaces covalentes y no
covalentes mediante interacciones hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals. Varios estudios
(Bianco y col., 2005; Wu y col., 2005) han demostrado que los NTC cargados con algun
farmaco atraviesan la membrana celular con una tendencia a ingresar al nucleo de la célula,
propiedad que puede ser aprovechada para el ingreso de farmacos a nivel del nucleo
(Lacerda y col., 2007). El grupo de Pantorrato y cols ha sido uno de los que mas han utilizado
los NTC en la entrega controlada de farmacos. En uno de sus trabajos examinaron la toma
de NTC a nivel celular y concluyeron que esta entrega se realiza mas efectivamente cuando
los NTC son funcionalizados y ademas demostraron que el factor que determina el destino
final de los NTC en el cuerpo es su tamafo. Recientes avances han mostrado que algunos
NTC funcionalizados con farmacos presentan inconvenientes en la liberacion de su
contenido. El grupo de Kulamarva y cols encapsularon los NTC en una novedosa
microcapsula compuesta por una membrana polimérica de alginato-poli-I-lisina-alginato
(ALA). Luego de su ingreso al cuerpo esta nanoestructura exhibié un promisorio perfil de
liberacién del farmaco, ademas de una proteccion segura y efectiva de los NTC durante su
paso por el torrente sanguineo (Kulamarva y col., 2009). En la tabla 2 se aprecian diversos
ejemplos de NTC funcionalizados con farmacos para el tratamiento y terapia de varias

enfermedades.

Tabla 2. Entrega controlada de farmacos por NTC

Farmaco Aplicacion Metodologia de funcionalizacion de Referencia
NTC
Metotrexato Cancer Funcionalizacion lateral de las paredes (Liu y col., 2008)
mediante reacciones de cicloadicion 1,3-
dipolares
Paclitaxel Células cancerigenas Funcionalizados con polietilenglicol (Liu y col., 2012)
de seno (PEG)
Doxorubicina Cancer Funcionalizados con PEG (Zheng y col.,
2009)
Curcumina Cancer Encapsulamiento del farmaco dentro de | (Dhary col., 2008)
la estructura del NTC
Cisplatina Céancer de ovario y Funcionalizacién con AF (Pruthiy col.,
pulmoén 2012)
Polioxometalato Cancer Funcionalizacién con quitosan (Luoy col., 2011)
Dexametasona Anti-inflamatorio Encapsulamiento del farmaco dentro de | (Dhary col., 2008)
la estructura del NTC
Anfotericina B Ani-fungico Funcionalizacion de las paredes laterales | (Lacerday col.,
con Anfotericina B y fluoresceina 2006)

40




Marco de Referencia y Estado del Arte

e Terapias contra el cancer
Una de las grandes dificultades de las terapias contra el cancer es la poca selectividad de los
farmacos. En la mayoria de los casos la quimioterapia destruye las células cancerigenas
junto con las células consideradas “sanas” provocando una serie de efectos secundarios.
Actualmente el tratamiento o las terapias contra el cancer que utilizan los NTC han venido en
aumento (Madani y col., 2012, Arsawa y col., 2011). La entrega especifica de farmacos
anclados a NTC en las células malignas ha mejorado y con los NTC ha permitido disminuir
las dosis de farmacos requeridas en un tratamiento normal debido a una mejor localizacion
en el sitio del tumor. Actualmente los farmacos anti-cancer se incorporan en el interior de los
NTC. En un estudio realizado por Arsawang y cols (Kraemer y col.,, 2011) fue posible
incorporar mas de 5 millones de moléculas de farmaco en un NTC, con un diametro
aproximado de 80 nm. Las técnicas de quimica humeda son las mas utilizadas para
incorporar farmacos dentro de los NTC. Por ejemplo se introdujeron 10 mg/mL de una
solucion de carboplatina en una suspension de 1 mg/mL de solucién de NTC, la mezcla fue
sonicada durante 10 minutos y agitada por 24 horas. La evidencia 6ptica de la incorporacion
de la carboplatina quedo registrada en imagenes de TEM la cual se puede apreciar en la
figura 10. La cantidad de carboplatina incorporada se determiné por medio por
espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (Artl y col.,, 2010). Una de las
desventajas de utilizar técnicas de quimica humeda es que algunas moléculas de farmacos
se anclan en las paredes de los NTC, luego se recomienda cubrir las paredes de los NTC
previamente a la incorporacion del farmaco (Klingeler y col., 2008), con el fin de mejorar la

selectividad de entrega.
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Figura 10. Incorporacion de carboplatina en NTC, tomado de (Fisher y col., 2010)

Una de las alternativas que mas ha tenido aplicacién en los ultimos 5 afos esta relacionada
con el aprovechamiento de las propiedades Opticas de los NTC, que bajo la accién de
radiacion del infrarrojo cercano (IR cercano) o de la radiofrecuencia (RF) presentan un
aumento localizado de la temperatura del medio en el cual estan disueltos. A continuacion se
describen algunos de los estudios realizados utilizando esta técnica utilizada como terapia

contra el cancer.

e Ablacién térmica por NTC
La ablacion térmica es una metodologia que aprovecha diferentes tipos de frecuencias para
la destruccién selectiva de tumores cancerigenos (Burlaka y col., 2010). En el caso de los
NTC su interacciéon con la radiacion IR cercano ha sido aprovechada para lograr un
calentamiento local en diferentes tipos de células cancerigenas para lograr una destruccion
selectiva.

e Calentamiento de NTC mediante IR cercano
La exposicion de células al IR cercano puede causar la muerte celular por medio de la
desnaturalizacion irreversible de proteinas o mediante el dafio de la membrana celular
debido a un aumento de temperatura hasta aproximadamente los 40°C (Levi y col., 2009;
Bhirde y col., 2009). La produccion de esta radiacion se logra por medio de un rayo laser que

puede ser de dos tipos: (1) pulsos cortos en el orden de los nanosegundos y (2) un laser
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continuo que permite exposiciones mas largas. Las exposiciones cortas se utilizan para
ablacion de tumores celulares que han hecho metastasis (Manthe y col., 2010; Wang y col.,
2011) y se alcanzan temperaturas de aproximadamente 300°C y en algunas ocasiones se
corre el riesgo de afectar tejidos que aun no estan afectados por las células cancerigenas. La
segunda metodologia utiliza exposiciones mas largas, laseres con radiacion continua pero
menos energéticos se utilizan para la ablacion de células cancerigenas primarias que son
relativamente grandes. La temperatura alcanzada en este caso es de aproximadamente
45°C-65°C y también se corre el riesgo de afectar células sanas (Robinson y col., 2010).

Los NTC surgen como una alternativa eficiente para evitar algunos de estos inconvenientes
mencionados, ya que genera un calentamiento localizado y de esta forma ha permitido la
ablacién térmica de diferentes tipos de tumores (Moon y col., 2009). Ademas, la estimulacion
con laser de los NTC produce gradientes de temperatura que podrian penetrar mas
profundamente el tejido afectado comparado con la accion del laser sin NTC.

Se ha indicado que la temperatura de los NTC alcanza aproximadamente los 60°C durante 2
minutos de irradiacién con un laser de longitud de onda entre 700 nm-1100 nm (Robinson y
col., 2010). En un experimento realizado a un grupo de ratones que previamente se
infectaron con células cancerigenas de epidermoide humano y cuando el tumor alcanzo los
70 mm?, se les inyectdé una solucién de NTC y posteriormente se irradié con un laser IR
cercano (A= 808 nm). Luego de 20 dias del tratamiento el tumor desaparecié completamente

como se aprecia en la figura 11.
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Figura 11. Evolucion del tratamiento de un tumor cancerigeno en ratones tratados con NTC y luz IR
cercano (Kamy col., 2007).

Un grupo de investigacion de la Universidad de Stanford realizé un estudio con NTC con el
objeto de lograr un transporte multifuncional bioldgico y la destruccion selectiva de células
HelLa (Chakravarty y col., 2008). El uso de una radiacién laser con una longitud de onda de
808 nm y una potencia de 1.4 W/cm? se logré eliminar células Hela in vitro por
calentamiento localizado de los nanotubos internalizados.

En este caso los NTC fueron internalizados selectivamente mediante su funcionalizaciéon con
AF y se aprovecho el alto coeficiente de absorcion (e= 7.9 x 10° /M cm) de los NTC en la
zona del IR cercano, para la generacion de “calor letal” y lograr una ablacién térmica en este
tipo de células (Chakravarty y col., 2008). Adicionalmente, se ha indicado que la selectividad
de NTC en la ablacion térmica de células de linfoma de Burkitt fue mejorada mediante el
anclaje de anticuerpos en su estructura (Chen y col.,, 2012), lo cual demostré la alta
selectividad de NTC anclados con anticuerpos para su ingreso en la célula y permitir la
muerte celular en un alto porcentaje mediante el calentamiento de los NTC por IR cercano.
En la tabla 3 se resumen otros estudios realizados usando NTC e irradiados con laseres con
diferentes valores de longitud de onda de IR cercano y potencia, los cuales han permitido la

muerte celular selectiva.
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Tabla 3. Ablacion térmica de NTC bajo la accién de radiacién del IR cercano

NTC Tipo de célula Céancer Fuente de Referencia
radiacion laser
Pared simple HER 2 Seno 800 nm, (Torti y col., 2007)
0.8W/m?, 7 min.
Pared simple Daudi Linfoma de 808 nm, (Mocan y col., 2011)
Burkitt 5W/cm?, 5 min.
Pared multiple Rifon - 1064 nm, (Naderi y col., 2012)
3W/cm?, pulsos
de 30 s.
Pared simple HelLa Cervical 808 nm, (Chakravarty y col.,
3.5W/cm? 2008)

e Diagnostico e imagenes
Otra de las aplicaciones importantes de los NTC ha sido en el diagnéstico de enfermedades
debido al potencial que tienen como agentes de contrastes de imagenes y de este modo
permitir la identificacion de células cancerigenas (Pramanaki y col., 2009). El metrotrexato,
un farmaco anti-cancer, fue unido a NTC y marcados con una sonda fluorescente, esto
permiti6 una mejor visibilidad en el cuerpo debido a la fluorescencia producida por los NTC
marcados. Un estudio reciente mostro la posibilidad de encapsular NTC en forma de pildoras
y registrar su seguimiento en el cuerpo por medio de una camara de video de alta resolucion
(Constantine y col., 2010). Este sistema sirve como alternativa a los procedimientos de
endoscopia y colonoscopia que no proporcionan las imagenes apropiadas debido a la
dificultad de acceso al sitio al tumor cancerigeno.
e Toxicidad de NTC

A pesar de las multiples aplicaciones de los NTC en casi todos los campos de la ciencia, la
toxicidad presentada en algunos casos es de vital importancia, inclusive algunos autores han
comparado su toxicidad con la de las fibras de asbesto (Sayes y col., 2006). En algunos
casos factores como: tamafo, tipo de funcionalizacién, concentracién y tipo de dispersante
para la solubilizacion de los NTC inciden directamente en la toxicidad de los nanotubos.

Los NTC disponibles comercialmente presentan diferentes limitaciones de acuerdo con el
método de sintesis utilizado para su preparacion y esto también influye en la toxicidad
presentada por los nanotubos. Los residuos metalicos de Fe, Co y Ni limitan su aplicacién en
experimentos celulares ademas del tamano individual de cada NTC (Lam y col., 2007). Estos
defectos extrinsecos, como los residuos de catalizador en algunas ocasiones representan del

25% al 40% de la masa de un NTC, la presencia de estos metales puede catalizar la
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generacion de especies oxidativas en tejidos y células a través de la formacion de radicales
libres (Zhang y col., 2007). Tales procesos de catalisis ocurren cuando los macréfagos
ingieren los NTC, un ejemplo mas claro se presenta cuando la enzima dinucleétido adenina
nicotinamida fosfato oxidasa (NADPH-oxidasa) se activa a nivel intracelular para producir
superoxidos O, una especie reactiva capaz de matar bacterias y hongos. Los residuos
metalicos interactuan con el superdxido para formar radicales hidroxilo (OH"), produciendo el
conocido estrés oxidativo con el dafo consecuente de lipidos, proteinas y el ADN celular
(Donaldson y col., 2006).

Varios estudios han confirmado que los NTC funcionalizados (NTC-f) presentan una menor
toxicidad comparada con los NTC sin funcionalizar (Hu y col., 2003), esto es debido a la
presencia de grupos funcionales que presentan cierta bio-compatibilidad con el entorno
celular en el cual estan siendo aplicados. Sin embargo, otros trabajos han demostrado que el
tipo de agente dispersante de los NTC puede causar toxicidad y alterar el funcionamiento del
NTC, algunos ejemplos de estos estudios se observan en la tabla 4.

Tabla 4. Estudios toxicos de NTC solubilizados y funcionalizados con diferentes agentes dispersantes

Agente dispersante Toxicidad Referencia
Tetrahidrofurano Mutagénico (Hedderman y col., 2006)
Diclorobenceno Peligroso para organismos (Ishibashi y col., 2006)
acuaticos
Antraceno Mutagénico (Guldi y col., 2005)
Pireno Carcinogénico y mutagénico (Zhao y col., 2005; Wang y
col., 2007)

Adicionalmente se ha indicado que los NTC cortos (<0.22 uym) son fagocitados mas
eficientemente por los macrofagos que los NTC largos (>0.8 ym). Ademas se evidencié que
los NTC cortos inyectados en el tejido sub-cutaneo de ratones permanecieron en el citosol de
los macréfagos después de 4 semanas, mientras que en experimentos similares con NTC
largos no ingresaron a la célula y se agregaron provocando inflamaciones (Cui y col., 2005).

En los casos en donde se ha demostrado que los NTC presentan cierta toxicidad en su
interaccion con las células no existen un mecanismo concluyente que explique los motivos y
efectos para este problema. Sin embargo algunos avances en estudios experimentales han
permitido evidenciar preliminarmente que los NTC causan dafo celular cuando activan varias
rutas al mismo tiempo, la mayoria de ellas involucrando dafios al ADN (Jacobsen y col.,

2008). En un estudio con células mesoteliales expuestas a NTC en concentraciones menores
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25 pg/cm? activaron rutas de reparacion del ADN, cambios en el ciclo celular y la generacién
de sefiales de apoptosis (Chernyl y col., 2008). De esta manera se puede afirmar que las
condiciones bajo las cuales son téxicos los NTC son: insolubilidad, altas concentraciones (>

2 mg/ml) y NTC sin funcionalizar.

1.3. Nanotubos de péptidos

En la naturaleza existen diferentes tipos de biomoléculas que poseen la capacidad de auto-
ensamblarse en estructuras como fibras, filamentos, microtubos, etc (Gazit y col., 2007). Por
medio de esta propiedad ha sido posible la movilidad, elasticidad y otras capacidades de las
proteinas fibrilares para que el ser humano se desarrolle y lleva a cabo algunas de sus
funciones vitales. En su afan por imitar algunas de estas funciones vitales, varios cientificos
han desarrollado un nuevo tipo de nanomateriales denominados nanotubos de péptidos
(NTP).

Los NTP estan formados por la interaccion y auto-ensamble de dipéptidos aromaticos, como
la difenilalanina y la difenilgilicina (Gorbitz y col., 2006). Estos dipéptidos estan presentes en
polipéptidos del tipo B-amiloide, y estan involucrados en la formacién de nanofibras
amiloideas in vivo, y son precursoras de enfermedades como el mal de Alzheimer (Yan y col.,
2009).

Estos péptidos se autoensamblan por medio de interacciones hidrofobicas e hidrofilicas en
estructuras de tamafo nanométrico (Nuraje y col., 2004), lo que las convierten en candidatas
para novedosas aplicaciones biotecnolégicas, como la construccidon de dispositivos
electronicos (Reches y col.,, 2007), y en el campo de la medicina como posibles

transportadores de farmacos y en sistemas de deteccién denominados biosensores.
1.3.1. Sintesis de NTP

A diferencia de la sintesis de NTC, la sintesis de NTP es mas sencilla y utiliza como
precursores soluciones acuosas de dipéptidos como la difenilalanina la cual es disuelta en un

alcohol polar como el hexafluoropropanol (HFIP) (Gazit y col., 2007).
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De acuerdo a estudios computacionales la estructura energética mas probable ilustra al
dipéptido con sus grupos aromaticos interaccionando mutuamente y las partes hidrofilicas
apuntando hacia afuera similar a la estructura molecular de un surfactante (Gorbitz y col.,

2006) como se aprecia en la figura 12.

Figura 12. Estructura energética mas estable de la difenilalanina (Gorbitz y col., 2006).

Los NTP se forman debido al autoensamble de la difenilalanina disuelta en HFIP. El
autoensamble ocurre por medio de interacciones hidrofdbicas, interacciones del tipo -1 de
apilamiento y por medio de puentes de hidrogeno. En la siguiente figura tomada de Gazit,

2006, se puede apreciar el mecanismo de formacion para de los NTP (Yan y col., 2009).

—
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Figura 13. Mecanismo de formacion de NTP

Este mecanismo esta basado en interacciones de apilamiento formadas principalmente por
los anillos bencénicos de la difenilalanina (interacciones 1r-11). Posteriormente cuando los
NTP se estan formando son disueltos en agua y a través de interacciones hidrofébicas y de
puentes de hidrogeno se autoensamblan formando los nanotubos con la presencia de grupos

amino sobre su superficie.
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1.3.2. Funcionalizacién de NTP

La presencia de grupos amino libres alrededor de la estructura de los NTP ha permitido
funcionalizarlos con una variedad de moléculas para diferentes tipos de aplicaciones (Gan y
col., 2005; Ryu y col., 2009). La estrategia mas comun es la activacion del C=0 del grupo
amido mediante el uso de “linkers” como la carbodiimida, la cual convierte al C=0 en un buen
grupo saliente dejando el espacio disponible para el anclaje de grupos aminos (-NH>).
Aunque esta es una alternativa adecuada, la funcionalizacion no covalente ha sido utilizada
para la unién de proteinas a los nanotubos de péptidos. El grupo de Matsui y col funcionalizé
NTP con biotina, avidina y albumina mediante dos estrategias, una covalente con formacion
de intermediarios del tipo éster NHS y no covalentemente por medio de la formacion de

puentes de hidrégeno.

Los NTP han sido utilizados como “moldes” para la fabricacion de biosensores y otros
dispositivos electrénicos por medio la funcionalizacion con nanocristales de oro (Clausen y
col.,, 2008). NTP fluorescentes han sido disefiados mediante el anclaje de complejos de
metales de tierras raras los cuales los hacen detectables bajo la luz del microscopio 6ptico
(Ricay col., 2008).

1.3.3. Caracterizacién de NTP

Para la caracterizacion de los NTP se han utilizado técnicas como AFM, TEM y SEM. En la
siguiente tabla se puede apreciar cada una de las técnicas utilizadas y sus respectivas

micrografias.

Tabla 5. Caracterizacion de NTP por microscopia

Técnica Micrografia Diamétro del NTP Referencia
(nm)
SEM ) 100 (Rica y col., 2004)
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AFM

Microscopia 6ptica

175

(Ricay col., 2004)

125

(Park y col., 2012)

1.3.4. Aplicaciones de NTP

Los NTP han sido estudiados por varios grupos de investigacion y han sido utilizados en

aplicaciones biomédicas principalmente, algunas de ellas son: soportes tridimensionales para

regeneracion o0sea, implantes dentales, biosensores para deteccion de virus, actividad anti

bactericida, entrega de farmacos, genes y proteinas (Hell y col., 2010; Yemini y col., 2005).

La tabla 6 resume algunas de las aplicaciones mas importantes:

Tabla 6. Aplicaciones biolégicas de NTP

Nanoestructura Aplicacion Referencia
Nanotubos de proteinas Biosensores Hell y col., 2010
Nanotubos de péptidos Inmovilizacién de enzimas Hell y col., 2010
Nanotubos de péptidos Deteccidn de virus (Yemini y col., 2005)

e Biosensores

Un biosensor es un dispositivo electronico que transforma informacién quimica en una sefial

analitica util. Los biosensores contienen dos componentes basicos conectados en serie: un

sistema de reconocimiento bioldgico y un transductor fisico-quimico.
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El sistema de reconocimiento bioldgico transforma la informacion del dominio bioquimico,
generalmente la concentracion de un analito, en una sefial de salida quimica o fisica con una
sensibilidad definida. El principal objetivo del sistema de reconocimiento es suministrar al

biosensor un alto grado de selectividad al analito que esta siendo medido.

La mayoria de biosensores son mas o menos selectivos (no especificos) para un analito en
particular, pero algunos de ellos por su disefo y construccion son de clase especifica, ya que
utilizan algunas clases de enzimas, por ejemplo biosensores para compuestos fendlicos;
mientras que otros utilizan extractos celulares, por ejemplo aquellos utilizados para medir la
demanda bioquimica de oxigeno. En el esquema 1 se puede ver un diagrama generalizado

sobre los componentes de un biosensor.

| Oliganuclentidos-Anticuerpas-Enzimas-Células-Tejidos-Coenzimas

Componente biolégice
- Ambientales - Atrapemiento
-Clinicas = - Entrecr_uzammnm
-Biomédicas a BIOSENSOR | .| - Adsorcién
- Alimentos 3 - Microcncapsulacldn
- Automatizacién 3 - Enlazamiento covalente

/‘ ‘\
Tt conge iy Grieamienns

Deteccifn

I

| Conductimétrica-Potenciométrica-Amperamétrica-Voltametria de pulso

Esquema 1. Componentes principales de un biosensor
e Biosensores basados en NTP

Los NTP son nanoestructuras bio-inspiradas que gracias a sus propiedades fisicoquimicas
han sido objeto de estudio debido a sus multiples aplicaciones (Hell y col., 2010; Yemini y
col., 2005). Una de las aplicaciones mas comunes es en la construccion de biosensores

debido a sus propiedades electroquimicas. Los NTP han servido para la deteccién de
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diferentes analitos como glucosa, peréxido de hidrogeno y compuestos de interés ambiental.
Se han utilizado diferentes tipos de electrodos para la inmovilizacion de los NTP, entre los

mas utilizados estan los electrodos de carbono, de oro y de grafito.

Recientemente el grupo de Gazit y col inmovilizé NTP sobre electrodos de grafito para la
deteccion de perdxido de hidrégeno. Se observd un mejor desempefio del electrodo
modificado con los NTP comparado con el electrodo de grafito sin modificar. En otro trabajo
el mismo grupo modificéd electrodos de oro con un conjugado NTP-glucosa oxidasa para la
deteccidn de perdxido de hidrogeno. Nuevamente los valores de la corriente deteccion fueron
altos en comparacion con el electrodo sin modificar. En la tabla 7 se aprecian otros
experimentos realizados utilizando NTP sobre diferentes tipos de electrodos para la

deteccion de diferentes tipos de analitos.

Tabla 7. Biosensores basados en NTP

Péptido Electrodo Analito Referencia
Difenilalanina Grafito Fenol (Matos y col., 2011)
Difenilalanina Carbono vidrioso Dopamina (Viguier y col., 2011)

Octapéptido de N-S- Oro Cobre (Viguier y col., 2011)
G-A-I-T-I-G

e Deteccidn de células cancerigenas utilizando biosensores

Uno de los problemas claves en el tratamiento del cancer es la deteccion temprana de la
enfermedad. Los métodos de deteccion temprana del cancer son de suma importancia y son
un area activa de la investigacion actual. Actualmente los métodos de deteccidon mas

importantes son: inmunohistoquimicos, inmunofluorescencia, citometria de flujo, etc.

Uno de los indicadores mas utilizados en la deteccion del cancer es mediante la identificacion
de un tipo de linea celular conocida como células HelLa. Las células HelLa son un tipo
particular de células inmortales usadas en investigacién. Son denominadas inmortales
precisamente porque pueden dividirse un numero ilimitado de veces en el laboratorio si las

condiciones fundamentales para la supervivencia de las células se cumplen.
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En la tabla 8 se presentan los métodos mas utilizados para la deteccidn de células Hela.

Tabla 8. Sistemas de deteccion de células HelLa

Sistema Referencia
Sensor de microbalanza de (Banerjee y col., 2003)
cristal de cuarzo
Radioinmunoensayos (Banerjee y col., 2003)
Ensayos citolégicos (Liy col., 2008)
Imagenes de fluorescencia (Vora y col., 2002)

Aunque la efectividad en la deteccion de estos métodos no ha sido debatida ni puesta en tela
de juicio, la mayoria de ellos presentan inconvenientes relacionados con tiempos largos de
analisis inclusive algunos tienen asociados riesgos de contaminacion radiactiva (Banerjee y
col., 2009).

Una alternativa para evitar las desventajas de los métodos presentados en la tabla 8 es
mediante el uso de metodologias electroquimicas a través de la construccion de biosensores
(ver seccion 1.3.4). Sin embargo algunos biosensores presentan problemas de sensibilidad y
selectividad a la hora de detectar un blanco especifico. Una alternativa para estos
inconvenientes seria disefar y construir biosensores basados en la interaccidén especifica de
los receptores de folato sobre-expresados por las células HeLa con el AF inmovilizado sobre
la superficie de un electrodo. Recientemente se han incorporado diferentes tipos de
nanoparticulas para mejorar las propiedades electroquimicas de los biosensores (Brindle y
col., 2008). Es por eso que en este trabajo de doctorado se utilizaron NTP funcionalizados
con AF para crear un nuevo sistema de deteccion electroquimica para la deteccion especifica

de células cancerigenas del tipo Hela.
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1.4. Acido félico
1.4.1. Generalidades

El acido fdlico es también conocido como vitamina D y es una molécula de bajo peso
molecular (PM: 441 g/mol) que esta compuesta por un anillo pteridinico, acido p-

aminobenzdico y acido glutamico (Yang y col., 2002).

Pterina Acido para-amino Acido glutamico
benzoico

Figura 14. Estructura quimica del AF

El AF es utilizado por las células eucariotas para el metabolismo de compuestos de un
carbono y en la sintesis de purina y pirimidinas para la formacion del ADN (Xia y col., 2010).
La toma del AF por parte de las células es llevada a cabo por un transportador de folatos
reducidos o por un transportador de folato con un proton acoplado. En células cancerigenas
otro mecanismo de ingreso es el responsable para la toma del AF, este mecanismo esta
regulado por proteinas ligadoras conocidas como receptores de folato (RF). Existen tres tipos
de RF: a, B y v, los cuales son proteinas ligadoras presentes en la membrana celular y se
encuentran presentes en células cancerigenas y en el parasito de la Leishmania (Heijden y
cols., 2009; Kamen y col.,, 1986; Turk y col.,, 2002). EI RF o es sobre-expresado por
aproximadamente el 40% de las células cancerigenas, particularmente en células
cancerigenas de ovario, utero y cerebro se encuentran en aproximadamente un 90%. Por
otro lado el RF B se encuentra sobre-expresado en células de leucemia y en macrofagos
activados de artritis reumatoide y otros tipos de enfermedades inflamatorias (Shen y col.,
1995). ElI RF y no ha sido detectado en tejidos humanos pero se han encontrado en células

tipo T reguladoras (Schneider y col., 2005).
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El AF y alguno de sus conjugados poseen una afinidad alta por los RF con una constante de
disociacion (Kg) entre 1-10 nM (Li y col., 2011). Esta importante caracteristica ha llamado la
atencion de la comunidad cientifica debido a que el AF puede ser utilizado como un blanco
estratégico para la deteccion y el tratamiento del cancer y posiblemente en otras
enfermedades infecciosas como la leishmaniasis. En la tabla 9 se encuentran algunas
estrategias utilizadas para la deteccion y tratamiento de diferentes tipos de cancer por parte

de conjugados de AF.

Tabla 9. Conjugados de AF en la deteccién y tratamiento en células cancerigenas

Conjugado Aplicacion Referencia
AF-quitosano-nanoparticulas Cancer colorectal (Sahu y col., 2011)
AF-quitosano-doxoribocina- Cancer retinoblastoma (Laiy col., 2009)
nanoparticulas
AF-nanoparticulas de TiO, Células HelLa (Henne y col., 2006)
AF-albumina de suero bovino- Deteccion de RF (Abdolahad y col., 2012)

nanoparticulas de oro

AF-NTC Deteccion de células cancerigenas (Lai y col., 2009)

Debido a las caracteristicas y propiedades presentadas por el AF en esta tesis se propone su
anclaje a NTC y nanotubos biolégicos conformados por péptidos como la difenilalanina (FF).
El objetivo de la funcionalizacién de los NTC con AF es la de lograr un calentamiento
localizado y permitir una actividad anti-Leishmania in vitro en células infectadas con el
parasito. Para la deteccion de células cancerigenas que sobre-expresen RF se propone

utilizar NTP funcionalizados con AF como elemento de reconocimiento biologico.
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1.5. Tratamientos contra la leishmaniasis

Los tratamientos actuales contra la leishmaniasis (ver anexo) presentan algunas dificultades
que no se han podido resolver completamente, lo cual ha permitido desarrollar métodos
terapéuticos alternos. En este sentido el presente trabajo de investigacion se plantea estudiar
los efectos generados por la interaccion de los NTC funcionalizados con AF y radiaciones
inocuas como el infrarrojo cercano y permitan un calentamiento localizado para lograr una
destruccion selectiva de las células infectadas, lo cual es actualmente un reto terapéutico en
el tratamiento contra la leishmaniasis.

En la siguiente tabla, se describe la dosis usada y el modo de accién del medicamento usado

en los tratamientos tradicionales contra la leishmaniasis cutanea.

Tabla 10. Tratamientos actuales usados contra la leishmaniasis cutanea

Tratamiento sistémico

Farmaco Modo de accidn Dosis Referencia
Antimoniales Inhibicion de la glicolisis y la B-oxidacion 20 mg/kg/dia (Croft y col., 2006)
Pentavalentes de acidos grasos del parasito
Anfotericina B Se enlaza a los esteroles de la Diluir dosis (Shofriy col.,

membrana del parasito y cambia la calculada en 500 cc 2012)
permeabilidad selectiva a K* y Mg?*. de DAD 5%
Miltefosina Inhibe la biosintesis de fosfolipidos y 2.5 mg/kg/dia (Shyamy col.,
esteroles 2012)
Tratamiento tépicos
Anfotericina Fusion fagolisosomal 0.8 mg/kg/dia (Nilfrousihzadeh y
liposomal col., 2006)
Imiquimodina Modifica la actividad inmune y aumenta 20 mg/kg/dia Goémez y col.,
la liberacién del Interferon-a. (IFN-a.) 2012)
Paramomicina Inhibicion de la biosintesis de proteinas 14/mg/kg/dia (Nilfrousihzadeh y
col., 2006)

Generalmente el tratamiento terapéutico requiere varias dosis y en algunos casos se ha
encontrado resistencia del parasito. Actualmente la nanotecnologia ha atraido la atencién de
la comunidad cientifica debido a su rapido crecimiento y a sus aplicaciones en todos los
campos de la ciencia. Otra razén es la esperanza de poder utilizar y aplicar nanoparticulas
en el tratamiento de varias enfermedades. A continuacion se describen algunos de los
recientes estudios de nanoparticulas y nanocompuestos para la creacion de nuevas
alternativas terapéuticas contra la leishmaniasis.
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1.5.1. Nanotecnologia aplicada al tratamiento de la leishmaniasis

En el tratamiento contra la leishmaniasis se han utilizados nanocompuestos como los
liposomas, nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono, nanoparticulas de plata etc,
en los cuales es posible el encapsulamiento o el acople de farmacos como la AmB, o incluso
la utilizacion directa de las nanoparticulas para mejorar la actividad anti-Leishmania
(Ashutosh y col., 2012). Se han usado nanoparticulas de poliacil-cianoacrilato cargadas con
primaquina en macréfagos infectados con L.donovani, el efecto de la droga encapsulada en
la nanoparticula mostré ser 21 veces mas efectivo en la erradicacion del parasito que la

primaquina libre (Doroud y col., 2011).

La pentamidina ha sido encapsulada en nanoparticulas de polimetacrilato en ratones
infectados con L. infantum, se encontré que la dosis efectiva 50 (DEsp) fue seis veces menor
para el conjugado nanoparticula-pentamidina que para la pentamidina en su forma libre
(Baptista y col., 2011). Por otro lado Doroud y cols desarrollaron un sistema transportador de
pADNs de L. major, basado en un sistema de nanoparticulas catiénicas lipidicas, para inducir
una respuesta inmune protectora y empezar las bases de una posible vacuna (Doroud y col.,
2011).

Una alternativa novedosa consisti6 en el encapsulamiento de AmB en nanoemulsiones
basadas en estearilaminas. El nanoconjugado fue sometido a estudios de permeacién en piel
y se encontré una mayor eficiencia de penetracion del conjugado comparado con la AmB
libre (Santos y col., 2012).

La AmB no ha sido el unico farmaco anti-Leishmania acoplado a nanoparticulas. La
paramomicina fue encapsulada en nanoparticulas lipidicas sélidas y se estudio ademas de
su actividad anti-Leishmania la eficiencia de encapsulamiento y otros parametros de
produccion. Este estudio demostré mejores porcentajes en la liberacidon del farmaco (Van de
Veny col., 2012).

Una nueva metodologia estd aprovechando las propiedades anti-bactericidas de las
nanoparticulas de plata. En un estudio se irradiaron nanoparticulas de plata con luz UV con

una potencia de 36 W en un cultivo de células infectadas con L. tropica. Se obtuvieron
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muertes del 90% de los amastigotes utilizando concentraciones de nanoparticulas de plata
de 200 pg/mL (Allahverdiyev y col., 2011).

El Unico estudio documentado hasta ahora que menciona el uso de NTC contra la
Leishmania fue el realizado por Ashutosh y cols (Ashutosh y cols., 2012). La AmB fue
acoplada a la pared de los NTC e incubados en amastigotes y promastigotes de L. donovani.
El resultado obtenido fue un mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento del parasito

utilizando la AmB-NTC comparado con la AmB libre.

En la tabla 11 se resumen los trabajos que utilizaron nanoparticulas en el tratamiento in vitro

de la leishmaniasis.

Tabla 11. Tratamientos para leishmaniasis basados en nanoestructuras

Nanoparticula Aplicacion Referencia

Nanoparticulas poliméricas Tratamiento leishmaniasis visceral (Verma y col., 2011)
(acido lactico-co-glilactico)-
Anfotericina B

Nanoparticulas lipidicas- Actividad anti-Leishmania (Van de Ven y col.,
Paramomicina 2012)

Nanoemulsiones-Anfotericina B | Estudios de permeacién en piel para tratamiento | (Santos y col., 2012)
de leishmaniasis cutanea

Nanoparticulas de poliéster- Tratamiento leishmaniasis visceral (Santos y col., 2009)
Anfotericina B
Nanoparticulas de plata Tratamiento L. tropica (Allahverdiyev y col.,
2011)

En este trabajo se desarrolld y evalué un sistema de NTC funcionalizados con AF para
destruir selectivamente los amastigotes intracelulares de L. panamensis, in vitro empleando

como células modelo las THP-1, en presencia de esta radiacion.

El desarrollo de esta investigacion es el resultado de la colaboracion de los profesores
Patricia Escobar (CINTROP), Edgar A. Paez y Fernando Martinez O. (CICAT), quienes han
venido estudiando la interaccion de compuestos con la radiacién electromagnética y su
efecto en células infectadas, como método alternativo en la lucha contra la leishmaniasis
(Hernandez y col., 2010; Mateus y col., 2007; Valdivieso y col., 2010; Novoa y col., 2012).
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En esta investigacion se realizo la funcionalizacidon de los nanotubos NTC [38] y NTP con el
acido folico (AF) (Castillo y col., 2013). Estos materiales se caracterizaron para evidenciar la
funcionalizacion. Los NTC funcionalizados se evaluaron en la fototerapia térmica en células
infectadas con el parasito de la Leishmania, especificamente amastigotes intracelulares de L.
panamensis in vitro empleando como células modelo las THP-1. Adicionalmente, este es el

primer trabajo en el cual se estudia este tipo de procedimiento™.

Mientras que los NTP funcionalizados se utilizaron como plataformas biolégicas en la
construccion de un biosensor para la deteccion de células cancerigenas del tipo Hela.
Ademas, este es el primer trabajo que utiliza NTP funcionalizados con AF para la deteccién

electroquimica de células Hela.

++ Junto con el Trabajo de Maestria en Ciencias basicas: “Actividad de nanotubos de carbono acoplados a acido félico
contra Leishmania panamensis después de irradiacion con luz infrarroja cercana” Desarrollado por Leydi Viviana Novoa en
2012.
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CAPITULO 1I

Preparacion, Caracterizacion y
Funcionalizacion de Nanotubos de
Carbono y Nanotubos de Péptido con

Acido Félico
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2.1. Introduccion

Desde la primera publicacion que anunciaba el descubrimiento de los NTC (ljima y col.,
1991), la comunidad cientifica ha intensificado la busqueda y aplicacion de nuevas
nanoestructuras en todos los campos de la ciencia y la medicina. Recientemente en 2006
Gazit y col dieron a conocer un nuevo tipo de nanoestructura construido a partir de moléculas
bioldgicas, y que se conoce NTP, los cuales son sintetizados a partir de la difenilalanina. Al
igual que los NTC, los NTP han sido utilizados en diversos campos de la medicina y la
biologia (Gorbitz y col., 2006). Para ser aplicados en estos campos de la ciencia, sobre todo
en medios celulares, los NTC y los NTP necesariamente deben ser modificados
estructuralmente por medio de la union con diferentes tipos de biomoléculas, en un proceso

conocido como funcionalizacion.

Motivados por lo anterior en este capitulo se hara una descripcion de la preparacion,
funcionalizacion y caracterizacion de NTC y NTP con AF. Ademas se describiran los métodos
espectroscopicos, de microscopia electrénica y de fuerza atomica utilizados en la

caracterizacion de los nanotubos que permitiran evidenciar la union nanotubo-AF.

Los NTC fueron funcionalizados por medio de dos estrategias: covalente y no covalente. En
la estrategia covalente la union NTC-AF se llevé a cabo mediante el uso de un linker como la
carbodiimida. En la estrategia no covalente la unién del AF al nanotubo se llevé a cabo
simplemente mediante la sonicacién de los dos compuestos sin el uso de ningun otro
compuesto. Por primera vez se utilizd la técnica bidimensional 2D DOSY-RMN para
evidenciar la funcionalizacién de los NTC con el AF. Las técnicas espectroscopicas: UV-Vis,

fluorescencia y principalmente la espectroscopia Raman evidenciaron la uniéon nanotubo-AF.

Finalmente la microscopia electronica de barrido y la microscopia de fuerza atdmica
comprobaron la unién del AF a los NTC, en esta unidon se comprueba que las moléculas del

AF estan envolviendo la estructura del NTC mediante interacciones débiles no covalentes.
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2.2. Parte experimental

2.2.1. Reactivos

La tabla 12 muestra los reactivos utilizados los cuales fueron adquiridos comercialmente y

algunos donados por la Universidad Técnica de Dinamarca (DTU)

Tabla 12. Lista de reactivos empleados

Compuesto Casa comercial Pureza %
NTC Sigma-Aldrich 90 (longitud 2-5 um,
diametro 0.2-2 nm)
NTC HIPCO Unydim longitud 2-5 ym, diametro
0.2-2 nm
Quitosano Sigma-Aldrich Peso molecular 5000 Mn,
<75% deacetilado
Acido félico Sigma-Aldrich >97
Hidréxido de sodio Merck 98
N-(3-Dimetilaminopropil)-N - Fluka >99
etilcarbodiimida
Acido clorhidrico Merck 99.9
Difenilalanina Bachem (Germany) 99
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2- Fluka 99
propanol
N-Hidroxisuccinimida Sigma-Aldrich 98
N-Hidroxisuccinimida Atto Sigma-Aldrich >80
532

HIPCO: High Pressure Carbon Monoxide
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2.2.2. Funcionalizacion de NTC con AF

2.2.2.1. Funcionalizacion covalente de NTC con AF

Para la solubilizacién de NTC se colocaron cinco miligramos de NTC en un frasco de vidrio y
se sonicaron en un Ultrasonic processor de Cole Parmer Instruments, modelo cpx 130 PB
durante 1 hora en una soluciéon acuosa de quitosano 30% p/v. La solucién se preparé
pesando 15 mg de quitosano (PM 5000 y 75% deacetilado) y se diluyd hasta 50 mL con agua
destilada y agregando unas gotas de acido acético (pH 3.0) hasta disolver completamente
con ayuda de ultrasonido. Posteriormente la solucion fue centrifugada a 2800 rpm por 20
minutos; el sobrenadante fue recogido y cuidadosamente separado del sélido remanente (fig.
15). Finalmente la solucién de NTC fue almacenada a 4°C para la posterior funcionalizacion
con AF.
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EDC
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Figura 15. Funcionalizacion covalente de NTC-AF
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Para la preparacion de NTC funcionalizado covalentemente, la conjugacion de AF sobre los
NTC-quitosano se logré utilizando una metodologia similar a la utilizada por Kam y cols [4].
Primero 5 mL de una solucibn acuosa NTC-quitosano fue incubada con N-(3-
Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (3.5mM), la mezcla fue agitada magnéticamente a
temperatura ambiente (25°C) durante 12 horas y protegida de la luz cubriendo el recipiente
con papel aluminio. Posteriormente se prepard una solucion acuosa ligeramente basica de
AF (2.5mM) y se adicion6 (5 mL) a la solucion de NTC-quitosano activada con N-(3-
Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (500 uL). La mezcla se dejo en agitacién durante la
noche y luego fue dializada tres veces con una solucion buffer fosfato pH 7.0 usando una

membrana de didlisis (tamafio de poro 10000) para remover el exceso de AF y EDC.
2.2.2.2. Funcionalizacién no covalente de NTC con AF

En un recipiente de vidrio de 50 mL se colocaron cinco miligramos de NTC y se adicioné a
una solucion ligeramente basica (pH 9) de AF (5 mL). La solucién de AF se prepar6 pesando
6.5 mg de AF y adicionando 10 uL de NaOH 1 M para solubilizar el AF y se llevé a 25 mL de

volumen con agua destilada.

La mezcla NTC-AF fue agitada durante 5 minutos y posteriormente fue sonicada durante 20
minutos. La solucion NTC-AF durante la sonicacién fue introducida en una bano
termostatado (15°C) para evitar el sobrecalentamiento generado por el sonicador y evitar
afectar la estructura electronica de los NTC. Luego de la sonicacion la solucion fue
centrifugada a 2800 rpm durante 20 min, el sobrenadante fue separado del sdlido.
Finalmente la solucién fue dializada tres veces con agua destilada para eliminar el exceso de

AF que no reacciond. El esquema de la sintesis puede observarse en la siguiente figura.
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Figura 16. Funcionalizacion no covalente de NTC-AF
2.2.3. Caracterizacion espectroscopica de NTC-AF

Los espectros UV-Vis se tomaron en un espectrofotometro Agilent-HP 8453 (Waldbronn,
USA) utilizando celdas de cuarzo de 1.0 cm de longitud. Los espectros fueron graficados y
analizados utilizando el software de graficas y tratamiento de datos OriginLab versién 8.0.
Para la espectroscopia de fluorescencia se utilizé un espectrofotometro de luminescencia
Perkin Elmer LS-55 (Waltham, USA), utilizando celdas de cuarzo de 1.0 cm de longitud. Los
espectros Raman fueron obtenidos utilizando un espectrofotometro HR-800 (Horiba-
JobinYvon, Kyoto, Japdén) en el caso de los NTC-quitosano y un espectrofotdmetro
MicroRaman DRX (ThermoScientific, USA) para el analisis de los NTC-AF. La
caracterizacion RMN y DOSY 2D se obtuvo mediante un espectrometro Bruker Avance |l
(USA), 400 MHz.

2.2.4. Determinacion del potencial zeta de las dispersiones NTC-AF

Para la determinacion del potencial zeta se preparé una soluciéon (0.1 mg/mL) de NTC-AF a
la cual se le determind su maximo valor de absorbancia a la longitud de onda de absorcion

de los NTC (265 nm). Luego se introdujo en una cubeta plastica y se determin6 su potencial
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zeta utilizando un Zetasizer Nano Particle Analyzer Series (Malvern, model ZEN3500,
Worcestershire, United Kingdom). Las soluciones fueron diluidas utilizando agua destilada

como solvente.
2.2.5. Caracterizacion microscopica de NTC-AF

Los NTC-AF fueron analizados por medio de microscopia electrénica de barrido (SEM)
utilizando un microscopio electrénico de barrido Quanta FEG SEM con detector de
fluorescencia de rayos X (EDX) (Oregon, USA) y por medio de microscopia de fuerza
atomica (AFM) utilizando un microscopio de fuerza atomica XE-150 Premier cross-functional
AFM with motorized simple stage (Park Systems, Santa Clara, USA). Estos analisis se

realizaron en la Universidad Técnica de Dinamarca.
2.2.6. Sintesis de NTP funcionalizados con AF
2.2.6.1. Sintesis de NTP

Los NTP se prepararon siguiendo la metodologia utilizada por Gazit y col. Se pesaron 100
mg de FF y se disolvieron con 1 mL de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP) para una
concentracion final de 100 mg/mL. Luego una alicuota de 20 pL de FF se disolvio con 980 uL

de agua milliQ y finalmente la solucion fue agitada. La concentracion final fue de 2 mg/mL.
2.2.6.2. Funcionalizacién de NTP con AF

Los NTP fueron funcionalizados covalentemente con AF utilizando mediante carbodiimida y
N-hidrosuccinimida. Se prepard una solucion de AF 6.5 mM y se agregaron 200 pL a una
solucién 50 mM de carbodiimida (150 pyL) y 15 mM de N-Hidroxisuccinimida (NHS) (50 pL),
esta solucion se dejé en reaccion durante 1 h. Luego 266 uL de AF-carbodiimida-NHS se
agregaron a 1 mL de solucion de NTP. La solucion se agitd durante 15 s, se dejo en reaccidn
durante 2 h. Posteriormente la solucion fue lavada 3 veces con agua milliQ y centrifugada
(12000 rpm durante 10 min) para retirar el exceso de AF y carbodiimida sin reaccionar. El

esquema de la reaccion se observa en la figura 17.
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2.2.6.3. Funcionalizacién de NTP con AF y NHS-Atto 532

Los NTP fueron marcados con un fluoréforo de NHS-Atto. El Atto 532 es un fluoroforo con un
alto rendimiento cuantico, alta estabilidad térmica y soluble en agua. Posee una longitud de

onda maxima de 532 nm y una longitud de onda de emision de 553 nm.

Se preparo una solucién diluida de NHS-Atto 5 mM, 50 uL de esta solucion se agregd a una
solucion de AF-carbodiimida (500 pL), la solucion final se agité durante 30 s y se dejé en
reaccion durante 1 h. Posteriormente la solucién compuesta de AF, carbodiimida y NHS-Atto
se agrego a los nanotubos agitando durante 2 horas. Se realizaron varios lavados y

centrifugaciones con agua milliQ para retirar los excesos de AF, carbodiimida y NHS-Atto.

La solucion final fue refrigerada (4°C) y protegida de la luz para ser vista en el microscopio de

fluorescencia.
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Figura 17. Sintesis de NTP funcionalizados con AF

2.2.7. Caracterizacion espectroscopica de NTP y NTP-AF

Los espectros UV-vis se tomaron en un espectrofotometro Agilent-HP 8453 utilizando celdas

de cuarzo de 1.0 cm de longitud. Los espectros fueron graficados y analizados utilizando el

software Origin 8.0. Los espectros Raman fueron tomados en un espectrofotdmetro

microscopio Raman DRX (ThermoScientific).

2.2.8. Caracterizacion microscopica NTP y NTP-AF

Los NTP funcionalizados y sin funcionalizar fueron analizados por microscopia de

fluorescencia utilizando un microscopio de fluorescencia Cell Observer Zeiss (Germany). La

estructura de los NTP y NTP-AF fue analizada mediante AFM por medio de un microscopio

XE-150 Advanced SPM vy las imagenes fueron analizadas utilizando el software XEI 1.8.0
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Data & Processing Analysis. Adicionalmente los nanotubos fueron analizados por
microscopia SEM utilizando un microscopio SEM Quanta FEG. Estos analisis se realizaron

en la Universidad Técnica de Dinamarca.
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2.3. Resultados y Discusion
2.3.1. Estudio de la dispersion de los NTC en soluciones acuosas de quitosano

En la figura 18 se observan el sistema NTC-quitosano (pH 4-5) totalmente homogéneo, lo
cual demuestra la solubilizacién de los NTC. Similares resultados se obtuvieron en otros

trabajos realizados con quitosano (Shieh y col. 2010).

Figura 18. Nanotubos de carbono antes (a) y después de la solubilizacion en quitosano (b)

El analisis por espectroscopia UV/Vis mostré una banda de maxima absorbancia a 265 nm
(figura 19) caracteristica de las transiciones electronicas de los electrones pi presentes en la
estructura del grafeno. Esta banda caracteristica ha sido observada en otros trabajos con
NTC (Jeong y col., 2007; Attal y col., 2006). El espectro UV-vis no muestra ninguna sefial

relacionada con el quitosano.

Un indicio del grado de solubilizacion de los NTC es la resolucion observada en los espectros
de absorcion UV-vis. En la figura 2.5 se aprecian varios picos resueltos en el intervalo de
longitudes de onda 500-800 nm, precisamente en esta region se encuentra una de las
transiciones pertenecientes a las singularidades de van Hove (750 nm) Ei; (Ahmad y col.,
2009).
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Figura 19. Espectro UV-vis de NTC-quitosano
2.3.2. Andlisis de la fluorescencia del quitosano por NTC

El efecto de apagamiento o de desactivacion de la fluorescencia hace referencia a cualquier
proceso que disminuye la intensidad en la fluorescencia emitida por una sustancia (Lu y col.,
2009). Dentro de los procesos conocidos que causan el apagamiento se encuentran:
transferencia de energia, formacion de complejos y por colisiones moleculares. Los NTC han
sido reportados como agentes desactivadores de la fluorescencia de varios fluoroforos y
otras moléculas que emiten fluorescencia. Este efecto fue observado en este trabajo.

En la figura 20 se aprecia el espectro de emision del quitosano a una longitud de onda de
418 nm, esta emisién desaparece o es apagada casi en su totalidad en presencia de NTC o
cuando el quitosano se encuentra unido a él, evidenciando de esta manera la interaccién
molecular entre el polisacarido del quitosano y el NTC que produce el efecto de apagamiento

del quitosano por parte de los NTC.

82



Nanotubos de Carbono y Nanotubos de Péptido Funcionalizados con Acido Félico |

chitosan

700 - —— NTC-chitosan

600

500 |
o 400 -
U
=}
w
& 3004
i
k=

200

100

. __/‘\
» T L) T L) T = 1
350 400 450 500 550

Longitud de onda (hm)

Figura 20. Espectro de emisién del quitosano y del quitosano conjugado a NTC

2.3.3. Andlisis Raman de dispersiones de NTC en quitosano

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucién que proporciona en
pocos segundos informacion quimica y estructural de compuestos organicos e inorganicos.
Esta basada en el fendmeno inelastico de la dispersion de la luz que permite el estudio de
vibraciones y rotaciones moleculares. Es una de las técnicas mas utilizadas para el analisis y
la caracterizacion de nanotubos de carbono debido a que proporciona informacion detallada
sobre la estructura electronica, geométrica y vibracional de diferentes tipos de NTC

presentes en una muestra.

En la espectroscopia Raman las muestras de NTC-quitosano se excitaron utilizando un laser
de 532 nm. La espectroscopia Raman permitié explorar caracteristicas estructurales y
vibracionales del sistema NTC-quitosano. En la figura 21 se aprecian los espectros Raman
de los NTC antes y después de la funcionalizacién con el quitosano. Se pueden apreciar
algunas vibraciones caracteristicas de los NTC en concordancia con los resultados obtenidos

en otros trabajos (Graupner y col., 2007) y que se mantienen después de la funcionalizacién.
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En los NTC la banda G representa las vibraciones de la hibridacién sp? del doble enlace
C=C. Claramente se pueden apreciar las bandas G y G’ las cuales corresponden a la
vibracion fundamental (primer orden) de elongacion tangencial y un sobretono de segundo
orden ubicados a 1500 y 1650 cm™ respectivamente. En la zona entre 1250 y 1400 cm™ se
ubica la banda D en ambos espectros. Esta banda es conocida como la banda de desorden
inducido e indica la presencia de defectos en el NTC, que en el caso de los espectros es

extremadamente débil.
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Figura 21. Espectro Raman de (a) nanotubos de carbono y (b) nanotubos de carbono-quitosano

Mediante el calculo de la relacion de intensidades entre las bandas D y G es posible extraer
informacion sobre el numero de defectos sobre las paredes del NTC, indicando asi si los
NTC fueron funcionalizados o no. La relacion de la banda D y G para el NTC sin funcionalizar
fue 0.0637 y la relacion para el NTC-quitosano fue de 0.096 evidenciando asi la presencia

del quitosano sobre las paredes del nanotubo.
2.3.4. Andlisis de NTC-quitosano por AFM

La microscopia de fuerza atémica (AFM) es una técnica util capaz de registrar continuamente

la topografia de nanoestructuras mediante una sonda o punta afilada de forma piramidal o

conica. La sonda esta acoplada a una cantiléver (palanca microscopica) muy flexible de solo

200 ym. La AFM ha sido util para la caracterizacién de nanoestructuras debido a su alto

poder de resolucion y a la capacidad para detectar cambios en la topografia de la superficie
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(ver figura 22) (Jalili y col., 2004). Por esta razon la AFM fue utilizada para evaluar las
dispersiones de NTC-quitosano, ademas el tamafio y diametro de algunos NTC pueden ser

identificados como nanotubos individuales.

cantilever

Figura 22. Esquema del funcionamiento de la AFM.

Para el analisis de la dispersiéon de los NTC por AFM, 10 pL de la dispersion NTC-quitosano
fueron depositados sobre un portamuestras de silicio. La solucién fue evaporada a
temperatura ambiente durante 3 horas. Las muestras fueron analizadas utilizando una sonda
tipo no-contacto de silicio recubierto con una pelicula de aluminio, con una constante de

fuerza de 42 N/m y una frecuencia de 330 kHz.
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Figura 23. Imagenes AFM de la dispersién de NTC-quitosano

En la figura 23 se aprecian NTC de diferentes tamanos y diametros, los cuales como se
observa en la figura estan totalmente separados y cubiertos con moléculas de quitosano. Los
residuos de quitosano probablemente podrian ser aquellos aglomerados (blancos) que se
observan con mayor intensidad y de forma casi esférica sobre la superficie de algunos de los

nanotubos.

La linea de perfil que incluye aproximadamente 4 nanotubos individuales indica el diametro
de cada uno de ellos. Los NTC con diametros mayores de 2 nm son nanotubos recubiertos
por el quitosano, debido a que el quitosano recubre los nanotubos y produce un aumento en

la superficie su superficie.

La separacion de los NTC en nanoestructuras individuales cubiertas por quitosano hace que
los nanotubos puedan ser dispersados en soluciones acuosas de pH acido, y los convierte en

candidatos potenciales para diferentes aplicaciones biomédicas.

De esta manera la caracterizacion espectroscopica Raman y por AFM de la dispersion NTC-

quitosano evidencia la unioén de los NTC con el quitosano, probablemente por una interaccion
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de tipo no covalente, como se ha explicado en algunos estudios encontrados en la literatura
(Zheng y col., 2011; Long y col., 2008).

2.3.5. Andlisis UV-Vis de los NTC funcionalizados con el AF

Los NTC-AF fueron preparados por dos metodologias, la primera permite una union
covalente mediante el uso de carbodiimida (EDC) y N-Hidroxisuccinimida (NHS) y la segunda

una funcionalizacién no covalente sin el uso de linkers ni tratamientos oxidativos fuertes.

No se observaron diferencias en los espectros UV-vis, de fluorescencia y Raman de los NTC-

AF preparados por los dos procedimientos.

El espectro de la figura 24 muestra tres bandas de absorcion UV, las cuales corresponden a
la banda de absorcion de la estructura tubular de los NTC (265 nm) (Attal y col., 2006), y dos
bandas adicionales correspondientes a la estructura del AF, 282 y 364 nm respectivamente.
El espectro fue tomado luego de lavar y centrifugar el conjugado con agua destilada, para

eliminar el exceso de AF que no reacciond.
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Figura 24. Espectro UV-vis NTC-AF (recuadro espectro UV-vis AF)
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2.3.6. Estudio por fluorescencia de los NTC-AF

La literatura indica un apagamiento de fluorescencia causado por los NTC (Lu y col., 2009)y
ha sido considerado como un efectivo “quencher” en la actividad fluorescente de varios

fluoréforos.

El AF libre y conjugado con los NTC fue excitado a una longitud de onda de 364 nm vy
presentd una emision alrededor de 475 nm. El espectro de la figura 25, efectivamente
muestra una disminucion en la emisién de fluorescencia del AF en presencia de los NTC. La
literatura ha explicado el efecto de apagamiento de varias moléculas en presencia de los
NTC y este efecto se atribuye a la transferencia electrénica. El efecto de apagamiento del AF
por los NTC puede ser un indicio de la interaccion de estos dos compuestos para formar el

respectivo conjugado, sin embargo este efecto no fue estudiado con detalle en este trabajo.
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Figura 25. Espectros de emision de AF libre y conjugado a los NTC (Aex= 364 nm).
2.3.7. Estudio Raman de los NTC-AF

El espectro Raman del sistema NTC permiti6 demostrar la dependencia del espectro de los
NTC con la energia del laser de excitacion, como consecuencia del proceso Raman
resonante. Para el andlisis de los NTC-AF se utilizé un equipo MicroRaman equipado con

dos laseres con longitudes de onda de 532 nm (verde) y 785 nm (rojo) respectivamente. Las

88



Intensidad relativa (u.a.)

Nanotubos de Carbono y Nanotubos de Péptido Funcionalizados con Acido Félico

muestras (10 pL de dispersion NTC-AF) fueron depositadas sobre portamuestras de silicio y

se dejaron secar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Por medio del microscopio del equipo Raman se escogié un area densamente poblada por
los NTC y se excitoé con el laser 532 nm y posteriormente con el laser de 785 nm. En la figura
26 se hace una comparacion de los espectros Raman de los NTC sin funcionalizar a 532 nm

y 785 nm respectivamente.
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Figura 26. Espectros Raman de NTC sin funcionalizar utilizando dos laseres a (a) 785 nm y (b) 532
nm respectivamente

Como se aprecia claramente en la zona comprendida entre 750 y 1000 cm™ se observan una
serie de picos que no se observan en el espectro Raman utilizando el laser de 532 nm.
Ademas se aprecia una mejor resolucién de las bandas a 1300 cm™ y la banda a 1589 cm™
obtenidas con el laser de 785 nm, por el contrario el laser de 532 nm no permite diferenciar
claramente estas dos bandas. Esto probablemente sea debido a cambios en la vibraciéon
molecular debido a la utilizacion de un laser mas energético. Con base en estos resultados

los siguientes experimentos Raman se llevaron a cabo utilizando el laser a 785 nm.

Los espectros Raman de la figura 26 concuerdan plenamente con los indicados en la
literatura (Graupner y col., 2007), identificAndose que las bandas mas importantes de los

NTC se encuentran presentes. Por ejemplo en la zona comprendida entre 200 cm™” y 300 cm®

! se observan los modos conocidos como RBM (Radial Modes Breathing). Los modos de
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respiracion radial son caracteristicos de los NTC de pared simple y estan relacionados de
manera inversa con el diametro del nanotubo, y posteriormente se demostrara que son utiles
en la evaluacién de la funcionalizacion de los NTC. La banda intensa a 1589 cm™ es
conocida como la banda G correspondiente a las vibraciones tangenciales de los nanotubos.
Las otras dos bandas caracteristicas son las bandas D (desorden inducido) y G™ ubicadas a
1300 cm™ y 2600 cm™ respectivamente. Estas bandas aportan informacion sobre la
estructura electrénica y fonénica de los NTC (Dresselhaus y col., 2002; Jinno y col., 2006).
En la figura 27 se observa el espectro Raman identificando vibraciones asociadas a cada una
de las bandas de los NTC.
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Figura 27. Modos vibracionales caracteristicos de NTC.

Los modos RBM sirven como referencia para caracterizar los NTC funcionalizados con
diferentes tipos de moléculas. Recientemente Horn y cols utilizaron los modos RBM para
evaluar el estado de dispersion y agregacion de una muestra de NTC (Horn y col., 2012).
Para evaluar el grado de funcionalizacién de los NTC con alcanos lineales se utilizé como
referencia las intensidades de las bandas Raman correspondientes a los RBM. En este
trabajo los NTC funcionalizados fueron evaluados tomando como base el valor de la
intensidad del modo a 270 cm™. La comparacién de los espectros Raman de una muestra de
NTC y NTC-AF se indica en la figura 28 y se observé una disminucién en la intensidad de los
NTC-AF, asociada a la presencia del AF alrededor del nanotubo que en cierto modo afecta
los modos RBM y esta “asfixiando” al NTC evitando su “respiracion” y su vibracion radial en
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la superficie de los nanotubos. Este fendbmeno ha sido observado en otros trabajos y ha

permitido evaluar la funcionalizacién de NTC (Kim y col., 2005).
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Figura 28. Comparacion de los RBM de NTC y NTC-AF.

Ademas de los modos RBM las bandas G y D también han sido utilizadas para la

caracterizacion de NTC funcionalizados mediante el calculo de la relacibn de sus

intensidades. Cuando el valor de la relacion de intensidades se aproxima a 1 significa que un

gran numero de defectos superficiales estan en la superficie del nanotubo. Por ejemplo los

NTC de pared multiple tienen valores de relacion de intensidades cercanos a la unidad

debido a la gran cantidad de capas concéntricas de nanotubos de carbono. Esta informacion

fue utilizada para calcular la relacion de intensidades de las bandas D y G de NTC

funcionalizados y sin funcionalizar.
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Figura 29. Espectros Raman de NTC y NTC-AF.

En la figura 29 se comparan los espectros Raman de los NTC y NTC-AF y se observo un
cambio en la intensidad de las bandas y se realiz6 el calculo de la relacidon de intensidades.

En la tabla se aprecian los valores de las relaciones.

Tabla 13. Calculo de la relacion de intensidades de las bandas G y D para NTC y NTC-AF

Muestra Intensidad banda D Intensidad banda G o/l
NTC 2219 11900 0.18
NTC-AF 2220 10121 0.21

Aunque la diferencia en las relaciones de las intensidades para NTC y NTC-AF no es muy

notoria, esta leve diferencia significativa indica la presencia de defectos en la superficie de
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los NTC, los cuales son debidos probablemente a la presencia del AF, que a pesar de ser

una interaccion débil tipo no covalente permite establecer la unidn del AF con el NTC.

2.3.8. El estudio de coeficiente de difusion por RMN de NTC y los NTC-AF permitio la

caracterizacion de la union del AF alos NTC

La espectroscopia bidimensional DOSY (Diffusional Ordered Spectroscopy) es una técnica
de separaciéon no invasiva para el analisis de mezclas multicomponentes (Kuang y col., 2012;
Cohem vy col., 2005; Viel y col.,, 2003). La técnica esta basada en la aplicacion de un
gradiente de campo pulsado a lo largo del tubo de RMN y va discriminando los componentes
de la mezcla de acuerdo a su coeficiente de difusién (CD). ElI CD es una propiedad fisica que
depende del tamafio y de la forma de las moléculas, ademas de factores como la
temperatura y la viscosidad, y se obtiene por medio de la siguiente ecuacion denominada
Debye-Einstein (Cohem y col., 2005).

kT
Sany

(1)

Dénde:

D es el coeficiente de difusién, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n la
viscosidad de la solucion y ys es el radio hidrodinamico de la molécula. La informacién
obtenida en un espectro 2D-DOSY es representada en una grafica bidimensional de
desplazamiento quimico (ppm) y coeficiente de difusién (cm?/s), como se aprecia en la figura
30.
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Figura 30. Espectro 2D DOSY (Kim y col., 2005).

Esta es una técnica realmente nueva para la caracterizacion de NTC conjugados con
biomoléculas. Uno de los primeros trabajos que utilizé la técnica de RMN 2D DOSY fue
realizado por el grupo de Prato y col en 2010, en este estudio se utilizé para monitorear la
funcionalizacion, purificacion y composicion de NTC funcionalizados con polietilenglicol
(PEG).

En esta tesis se presenta a continuacion el uso del 2D DOSY RMN para la caracterizacion
del conjugado NTC-AF, estos resultados fueron publicados en la prestigiosa revista Carbon
(Castillo y col., 2012).

Para medir el espectro 2D-DOSY RMN para el conjugado NTC-AF, las muestras fueron
preparadas disolviendo 400 uL de la muestra en 100 yL de agua deuterada (D,O). Para los
experimentos bidimensionales DOSY se utilizé un gradiente pulsado por medio de una
secuencia programada ledbpgp2s, por cada gradiente se utilizaron 32 barridos y un tiempo
de difusidon 0.05 s. Todos los experimentos fueron realizados a 298 K. Se utilizé el software

Topspin 2.1 para el procesamiento de los espectros.

Los espectros RMN correspondientes a la carbodiimida, AF libre, quitosano y al AF
conjugado al NTC se encuentran en las figura 31. Como se aprecia en la figura 31d es

evidente la presencia de las sefales correspondientes del quitosano y el AF.
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Figura 31. Espectros de RMN: a) carbodiimida (EDC), b) AF, c) quitosano and d) NTC-AF

El espectro 31d presenta una sefial intensa a 1.90 ppm la cual es atribuida a los protones de
los grupos metilos que se encuentran en la isourea, la cual es un producto secundario de la
reaccion entre el quitosano y el AF. Las sefiales proténicas a 6.37 (d, J= 8.7 Hz, 2H), 7.21 (d,
J=1.7 Hz, 2H) corresponden a desplazamientos quimicos de los protones de la region del
acido p-amino benzoico del AF y la sefial a 8.61 (s, 1H) pertenece al proton de la parte
pteridina del folato. Se observa también un desplazamiento a campo alto de los protones
aromaticos del AF conjugado comparado con las sefiales del AF libre las cuales se
encuentran en 6.12 (d, J= 8.3 Hz, 2H), 7.06 (d, J=8.3 Hz, 2H) y 7.93 (s, 1H). Este
desplazamiento probablemente ocurra debido al efecto protector de los electrones 1T de los
NTC los cuales inducen una corriente y un campo magnético en la direccion opuesta al
campo aplicado, generando el efecto protector y desplazando las sefiales del AF hacia

campo alto.
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La ecuacion de Stejskal-Tanner muestra la relacién entre el decaimiento en la amplitud de la

senal RMN con el coeficiente de difusion.
S= Sce(Dy?8%g%A)

Dénde: S: amplitud de la sefial, So: amplitud de la sefal en ausencia de difusion, D:
coeficiente de difusion, y: radio giromagnético, &: duraciéon del gradiente del pulso, g: fuerza
del gradiente y A: tiempo de difusion. Adicionalmente esta ecuacién relaciona la dependencia
de la amplitud de la senal con los parametros utilizados para la aplicacion del gradiente de
campo pulsado (y, g y A). La atenuacion en las sefales de los desplazamientos quimicos del

AF libre y conjugado fue utilizada para el calculo del coeficiente de difusion.

La representacion de los experimentos 2D DOSY se pueden apreciar en la figura 32. En la
grafica se observa una representacion bidimensional, donde el eje x representa los
desplazamientos quimicos y el eje y representa el log natural de los coeficientes de difusion.
Las posiciones en donde coinciden los dos ejes representan los coeficientes de difusion para

cada una de las especies presentes en el conjugado NTC-AF.
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Figura 32. Espectros 2D DOSY de a) AF y b) NTC-AF

La figura 32a muestra el mapa bidimensional de los coeficientes de difusion (CD) del AF libre
en donde todas las sefales de los protones presentan el mismo CD, con un valor de 5.0 x 10
% m?/s, este valor se calculé sacando por medio del anti log D. Por otro lado en la figura 32b
las sefiales correspondientes al AF conjugado presentan un valor de 3.5 x 10" m?s, la

presencia de otro compuesto es corroborado por las sefales de protones con un mismo CD
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de 5.9 x 10"° m?%s, la cual corresponde probablemente a la isourea la cual es un producto

secundario de la reaccion.

Los valores de CD mostrados arriba demuestran que el AF se difunde mas rapidamente
debido a su menor tamafo, que el AF conjugado al NTC el cual por ser un compuesto de
mayor tamano se difunde a una menor velocidad, eso evidencia la formacién del compuesto
NTC-AF. EI DOSY puede ser utilizado como una herramienta muy util para la obtener
informacion acerca de moléculas funcionalizadas sobre la superficie de diferentes tipos de

nanoestructuras (Hu y col., 2005).
2.3.9. Los NTC-AF fueron estables a pHs fisiologicos

El potencial zeta (PZ) es una propiedad fisica que esta relacionada con la estabilidad de
dispersiones coloidales y da un indicio del grado de repulsion entre las particulas cargadas
en la dispersion (Castillo y col., 2012). Existe un rango para el cual las particulas pueden ser
estables o inestables, aquellas particulas con valores de entre +30 mV y -30 mV son
consideradas inestables con alta probabilidad de precipitacion. Por otro lado particulas con
PZ mas positivos que +30 mV y mas negativas que —30 mV son consideradas como
estables. En este trabajo se obtuvo un valor de PZ de -32.4 mV a pH 7.0 (ver figura 33), lo
que indica que el conjugado NTC-AF forma dispersiones estables a pH fisioldgico,

convirtiéndolo en candidato ideal para aplicaciones bioldgicas.
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Figura 33. Potencial zeta de dispersiones de NTC-AF a diferentes valores de pH

2.3.10. La microscopia SEM evidencio la unién NTC-AF

Una solucion de NTC-AF (10 pL) fue colocada sobre un sustrato de silicio (silicon wafer) y se
dej6 evaporar hasta sequedad para ser analizada por SEM. El mismo procedimiento se

realizé para una muestra de NTC sin funcionalizar.

A continuacién se observan las fotografias SEM de los NTC sin funcionalizar junto con el

analisis elemental realizado por el detector EDX.
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Figura 34. (a) Imagen SEM de NTC sin funcionalizar y (b) Espectro EDX

Segun se aprecia en la figura 34, los NTC sin AF presentan demasiadas impurezas, como
por ejemplo formas alotropicas de carbono y residuos de catalizadores, las cuales se
observan como grandes agregados, el espectro EDX muestra una banda intensa que indica
la alta concentracion de carbono. Ademas se aprecian como los NTC forman madejas
enredadas y demasiado largas evitando visualizarlos de manera individual. Esta es una de
las razones por las cuales los NTC son insolubles en la mayoria de solventes, las
interacciones hidrofobicas entre los tubos genera agregados como los observados en la
figura 34. Debido a esto es necesaria la funcionalizacion, ya sea covalente o no covalente,

para romper estas interacciones y poder asi solubilizar estas nanoestructuras.

A continuacion se muestran las imagenes SEM de los NTC funcionalizados con AF y su

andlisis por EDX, figura 35.
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Figura 35. (a) Imagen SEM de NTC-AF y (b) Espectro EDX

En esta imagen los NTC presentan un numero menor de impurezas y una menor densidad.
El andlisis del espectro EDX muestra un espectro con una banda del carbono menos intensa,
lo que indica que probablemente un cambio del ambiente de la especie que esta aportando
carbono. Ademas se observa la presencia de bandas en la zona entre 0.3-1.3 eV asociadas
a los elementos nitrogeno y sodio respectivamente. Estos dos ultimos elementos pertenecen
a la estructura del AF (el acido félico fue disuelto en NaOH), lo cual podria sugerir que la
funcionalizacion de los nanotubos de carbono con el AF ocurri6. De esta manera el
procedimiento usado para la funcionalizacién no covalente mediante la sonicacién de NTC

con AF es una nueva estrategia para la purificacion y funcionalizacion de los nanotubos.

En un experimento adicional los NTC fueron dispersos utilizando una concentracién mas baja
de AF (0.5 mM) y fueron ultrasonicados aproximadamente 1 hora. Este procedimiento

permitié obtener NTC-AF cortos y mejor dispersos.

En la figura 36 se puede apreciar mas claramente los NTC-AF vistos como nanoestructuras

individuales y con una menor presencia de “madejas” de nanotubos.
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Figura 36. (a) Imagen SEM de NTC-AF presentes como nanotubos individuales
2.3.11. Las imagenes de AFM mostraron al AF cubriendo las paredes de los NTC

Para la microscopia AFM se utilizaron puntas de silicio recubiertas con aluminio y se empled
el modo de no-contacto para el analisis de topografia del conjugado NTC-AF. Se utilizaron
portamuestras de silicio sobre los cuales se depositaron 5 L de NTC-AF y se dej6 secar a

temperatura ambiente.

A continuacion se observa la figura 37 las imagenes AFM de los NTC-AF. El area escaneada

fue de 3 ym x 3 ym.
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Figura 37. Imagen AFM de NTC-AF vy lineas de perfil topoldgico para varios NTC-AF (area
escaneada 3 ym x 3 um)

Para apreciar los NTC funcionalizados con AF se observa en la imagen AFM unas especies
de puntos amarillos grandes los cuales probablemente son aglomerados de AF que no se
enlazan a los nanotubos. En la figura 37 se indican algunos nanotubos enumerados del 1 al
3, los cuales corresponden a NTC de diferente tamafio y diametro. El tubo 1 posee una
longitud de 170 nm y un diametro de aproximadamente 8 nm. Originalmente los NTC fueron
adquiridos comercialmente con un diametro entre 1 y 2 nm, lo cual indicaria que el aumento
en el diametro es debido a un recubrimiento con moléculas de AF. De otro lado el tubo 2 con
una longitud de 130 nm y un diametro de 4 nm posee un recubrimiento con un menor numero
de moléculas de AF. El nanotubo numero 3 posee una longitud 300 nm y un diametro de 12
nm, como se aprecia en la figura 37, sobre la superficie del NTC se observan varias zonas
amarillas y brillantes que son debidas al AF “envolviendo” al NTC lo cual indicaria la

funcionalizacion no covalente de los NTC con el AF.

En la figura 38 se aprecia una imagen AFM 3D del NTC-AF numero 3, en ella se observa

mas claramente el NTC recubierto por el AF.
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Figura 38. Imagen AFM en 3D de NTC-AF

Para disminuir la presencia de aglomerados de AF se realizé un experimento adicional pero
esta vez utilizando concentraciones mas bajas de AF (1 mM) para lograr una mejor
dispersion de los NTC y menos interferencia por parte del AF no enlazado. Las imagenes se

muestran a continuacién en la figura 39.

Figura 39. Imagen AFM de NTC-AF.

Aunque se observan aun residuos de AF libre, esta cantidad es menor si se compara con los
aglomerados de AF de la figura 37. Se escogié un NTC-AF de una longitud aproximada de 1
Mm el cual presenta zonas con diferentes diametros debido a cantidades variables de AF
recubriendo la superficie. Los diametros variables observados en este NTC se presentan en

la figura 40 y ademas se observa la linea de perfil topoldgica para la zona analizada. La zona
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1 del NTC presenta un diametro de 2 nm probablemente en esta zona del nanotubo no fue
recubierta por el AF. La zona 2 del NTC presenta un diametro de 8 nm, el aumento en el
diametro es debido al recubrimiento por una cantidad indeterminada de AF. La cantidad de
AF que recubre al nanotubo aumenta drasticamente hasta alcanzar un diametro de
aproximadamente 30 nm, esto se aprecia en la zona 3. Finalmente la zona 4 del nanotubo
presenta un diametro de 8 nm. El analisis topolégico de este nanotubo muestra que el
recubrimiento de los nanotubos por el AF no es totalmente homogéneo, algunas zonas
fueron recubiertas con mayores cantidades de AF mientras otras zonas con menores

diametros indican que la cantidad de AF enlazado al NTC fue menor.
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Figura 40. Imagen ampliada AFM de NTC-AF y lineas de perfil topoldgico para un NTC recubierto por
diferentes cantidades de AF (escala 3 um x 3 um)

El mismo NTC-AF de la figura anterior es representado en la siguiente imagen 3D.
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Figura 41. Imagen AFM 3D del NTC-AF
2.3.12. Funcionalizacién de NTP con AF
2.3.12.1. La espectroscopia UV-Vis mostré la formacion NTP-AF

El conjugado NTP-AF fue preparado en presencia de EDC/NHS. La EDC perteneciente a la
familia de las carbodiimidas, es uno de los compuestos mas utilizados para la conjugacion
entre grupos —COOH y —NH> que conlleva a la formacion de enlaces amido (Castillo y col.,
2012). La hidrdlisis del intermediario EDC-AF es una de las principales reacciones
secundarias que puede romper el enlace EDC-AF. Por esta razon se utilizé el NHS (N-
hidroxisuccinimida), el cual aumenta la estabilidad del éster intermediario formado por la EDC
y el AF. La formacion del intermediario conocido como O-acilisourea permite el ataque
nucleofilico por parte de los grupos amino presentes en la superficie de los nanotubos. Para
comprobar la funcionalizacién de los nanotubos con el AF se realizé un analisis por medio de

espectroscopia UV-vis.

En la figura 42 se aprecia el espectro UV-vis de los NTP antes y después de la

funcionalizacion con AF.

105



Nanotubos de Carbono y Nanotubos de Péptido Funcionalizados con Acido Félico

Absorbance

0,15 S

Absorbancia

T T |
s 400 450
Wavelength (nm)

0,10

0,05

0,001 : ; : : : | : : : !
250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)
Figura 42. Espectro UV-vis de NTP funcionalizados con AF y del AF sin funcionalizar

En el espectro de los NTP sin funcionalizar se observan tres picos de absorcién a 251, 257
and 262 nm correspondiente a transiciones electrénicas -1 de los anillos aromaticos de la
estructura de la difenilalanina. Luego de la funcionalizacion con AF se observa una banda
adicional a 341 nm que corresponde a una banda caracteristica del AF. Ademas se observa
un corrimiento del maximo de absorcion de los NTP (251 nm a 280 nm) debido

probablemente a la interaccién del nanotubo con el AF.
2.3.12.2. La espectroscopia Raman evidencio la funcionalizacién de los NTP con el AF

Las técnicas microscépicas han sido las mas utilizadas en la caracterizacion de los NTP,
debido a que brindan informacién sobre la estructura, estabilidad térmica, flexibilidad y otras
propiedades fisicas. Sin embargo es necesaria la obtencién de informacién acerca de la
estructura quimica y molecular de los NTP debido a la presencia de grupos funcionales sobre
su superficie que incrementan el rango de aplicaciones principalmente en el campo de la
biomedicina. La espectroscopia Raman ha sido utilizada con éxito en el estudio de NTC,

nanoalambres y nanotubos inorganicos (Kumar y col., 2012).

Los NTP y NTP funcionalizados con AF fueron estudiados mediante la espectroscopia
Raman por medio de dos laseres de excitaciéon a 785 nm y 532 nm. Los espectros Raman

medidos con el laser 532 nm mostraron una mayor resolucion y mayores valores en la
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intensidad de los picos para el NTP. En el caso de NTP-AF no fue posible obtener un

espectro Raman representativo a 532 nm debido a la interferencia presentada por la

fluorescencia del AF.

Los espectros Raman de NTP a 785 nm y 532 nm son comparados en la figura 43. La

asignacion de bandas para los dos espectros observados a 785 y 532 nm respectivamente,

se encuentra en la tabla 14.
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Figura 43. Comparacion de espectros Raman de NTP a 785 nm y 532 nm de excitacion (10 mW)

Tabla 14. Asignaciéon de las vibraciones Raman mas importantes de NTP utilizando dos laseres de

excitacion: 785 nmy 532 nm

Modo vibracional

Desplazamiento Raman (cm”
1y 785 nm

Desplazamiento Raman (cm™)
532 nm

Modos de respiracion del
anillo bencénico

1002-1031-1190-1583

1001-1031-1190-1583

Estiramiento C=C del anillo 1603 1603
bencénico

Estiramiento C-N 1252 1252

Vibracién de la amida | debido - 1689

al estiramiento C=0
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Como se observa en la tabla y en la figura anterior el uso de laser con diferentes longitudes
de onda no afecta la posicidn de las principales bandas Raman de los NTP ni mejord la
resolucién, las principales diferencias estan asociadas a una mayor intensidad y mejor
resolucion al usar el laser de 532 nm. Ademas el laser 785 nm no detecto la presencia de la

vibracién de la banda C=0 proveniente de la amida I.

En la siguiente figura se aprecia la comparacion de los espectros Raman para los NTP, AF y

NTP-AF respectivamente utilizando el laser de 785 nm.
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Figura 44, Comparacion de
espectros Raman de NTP-AF, AF y NTP usando las A de excitacion de 785 nm y una potencia de 10
mW.

El modo de respiracion radial de los NTP ubicados a 1030 c¢cm™ muestra una ligera
disminucién en su intensidad cuando es funcionalizado con AF, una probable interaccion de
tipo apilamiento entre el anillo del AF y los anillos bencénicos de la difenilalanina de los NTP

ocurre.
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Para NTP-AF se observa la presencia de una banda a 1691 cm™ proveniente de la vibracién
de la amida |, esta es probablemente una vibracién debida a la formacion de un nuevo enlace
entre los grupos carboxilicos del AF los cuales se acoplan a los grupos NH; libres de los
NTP. El AF incrementaria el efecto Raman de esta banda la cual no fue observada en el
espectro utilizando el laser 785 nm. Esta banda posiblemente sea un indicio de la formacién
del enlace amida responsable del acoplamiento covalente entre el AF y los NTP. Sin
embargo debido a la poca claridad del efecto Raman presentado por los espectros con este
laser es necesario utilizar metodologias derivadas de la espectroscopia Raman para

caracterizar los NTP funcionalizados con AF.
2.3.12.2.1. Ampliacion del efecto Raman de NTP-AF

Una forma mas conveniente de caracterizar la funcionalizacion de los NTP con el AF es
mediante la técnica ERSRA en donde sus siglas en ingles significan Espectroscopia
Resonante Superficial Raman Amplificada (Farbord y col., 2012). Como su nombre lo indica
es una técnica derivada de la espectroscopia Raman que es util para muestras que
presentan una alta fluorescencia y una baja sensibilidad mediante la espectroscopia Raman
normal. Esta técnica emplea superficies recubiertas con nanoestructuras metalicas como el
oro o la plata para atenuar muestras con gran emision de fluorescencia. La amplificacion en
la sefal Raman se cree que es debido a dos mecanismos fundamentales: i) el modelo
electromagnético (EM), y (ii) el modelo quimico o de transferencia de carga (TC). El modelo
EM surge cuando la frecuencia de excitacion interactua con los electrones metalicos
formando plasmones sobre la superficie rugosa debido al metal enlazado a ella. La energia
de los plasmones produce un efecto Raman en el analito, esta energia es luego devuelta a
los plasmones y la radiacion dispersa es detectada por el espectrometro Raman (Kumar y
col.,, 2012). En el modelo TC, la molécula debe estar enlazada a la superficie metalica
creando un complejo de transferencia de carga. La frecuencia de excitacion interactua con el
metal formando un par hueco-electrén y la energia es transferida al analito mediante el
enlace formado por el metal y el analito. Ambos mecanismos contribuyen al efecto ERSRA

aunque la contribucién de cada uno depende del sistema a estudiar.

Debido a la presencia de una alta emision fluorescente por parte del AF y a la poca

informacion obtenida con el laser de 785 nm, en este trabajo se caracterizd el conjugado
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NTP-AF utilizando la técnica ERSRA. Para este propésito se utilizd una superficie de silicio
recubierta con nanoparticulas de oro. En la siguiente figura se observan las imagenes SEM
de la superficie metalica las cuales fueron suministradas por el Dr. Tomas Rindzevicius del
departamento de Micro y Nanotecnologia de la DTU de quien ademas colaboro en la toma de

los espectros ERSRA.
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Figura 45. Imagenes SEM de superficies modificadas con nanoparticulas de oro utilizadas en los
experimentos ERSRA.

Las imagenes SEM muestran una vista superior y frontal de la superficie de silicio modificada
con nanoparticulas de oro. Se aprecien especies de bosque de “pilares” conglomerados los
cuales ayudan a intensificar el efecto Raman del AF y los NTP modificados. Se agregd 1 pL
de solucion de AF y en otro sustrato se agregd 1 pyL de NTP-AF, las superficies se dejaron
secar a temperatura ambiente y posteriormente fueron lavadas con agua milliQ y secadas

con nitrégeno. Los espectros Raman fueron tomados utilizando el Iaser de 785 nm.

En la figura 46 se realiza una comparacion de los espectros Raman del AF sobre superficie
de silicio sin modificar y sobre la superficie modificada con nanoparticulas de oro usando el
laser de 785 nm. El espectro Raman ERSRA del AF fue tomado a la potencia mas baja del
laser (0.1 mW), debido a que a potencias mayores la estructura del AF se puede ver

afectada. Como se aprecia en el espectro Raman normal del AF (azul), las bandas no son
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representativas y de baja intensidad, debido probablemente a la interferencia presentada por
la fluorescencia del AF. Sin embargo la mayoria de bandas del espectro superior concuerdan
con las del espectro ERSRA.
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Figura 46. Comparacién de espectros Raman del AF (normal, linea azul) y del AF SERS (linea rosa)
a una A de 785 nm de excitacion.

El analisis del espectro del AF ERSRA muestra una mejor resolucion de los picos y ademas
algunos picos incrementaron su intensidad casi 100 veces. El AF de alguna manera esta
interactuando con las nanoparticulas de oro de la superficie ya que para que se presente la
intensificacion del efecto Raman la distancia minima a la que deben estar las moléculas del
analito con las nanoparticulas de oro es de 5 nm (Farbord y col., 2012).

En la tabla 15 se encuentran los principales modos vibracionales presentados por el AF.
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Tabla 15. Modos vibracionales del AF.

Modo vibracional Desplazamiento Raman (cm™)

Estiramiento N-H del grupo 691
amino de la pterina

Modos de respiracion radial del 964, 1621
anillo bencénico

Vibraciones asimétricas del 1175
enlace C-H de los grupos CH,
de la parte glutamica del AF

Tijereteo del enlace C-H del 1199
anillo bencénico
Estiramiento C-N del anillo 1593
pteridinico

En la figura 47 se aprecia el espectro ERSRA Raman del AF a una concentracion de 200 uM,

junto con cada uno de los numeros de onda respectivos.
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Figura 47. Modos vibracionales del AF utilizando la técnica ERSRA.

El efecto en el incremento del efecto Raman también sirvié para caracterizar los NTP
funcionalizados con el AF. El procedimiento de deposicion de la solucion sobre la superficie
metalica fue el mismo que el realizado con el AF. A continuacion se aprecia la comparacion
de los espectros ERSRA del AF solo y el AF conjugado a los NTP.
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El espectro Raman ERSRA de los NTP-FA presenta los picos caracteristicos mas
importantes de los NTP, a 1318 cm™ y 1352 cm™ se aprecian los modos de respiracion
debido a los anillos aromaticos de la difenilalanina, los cuales fueron observados en el
espectro Raman de los NTP sin funcionalizar en la figura 48 (1002 cm™ y 1031 cm™). En el
espectro SERS NTP-AF se observa ademas la presencia de los dos picos representativos
del AF a 1178 cm™ y 1593 cm™. En espectro del AF sin conjugar estos dos picos se aprecian
a 1175 cm™ y 1945 cm™ respectivamente. El desplazamiento presentado por estos picos en
los NTP-AF probablemente es un indicio de la funcionalizacién covalente del AF con los

nanotubos que modifican la vibracion respectiva.
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Figura 48. Espectro Raman ERSRA del del NTP-AF a 785 nm de excitacion.

De esta manera se demuestra la funcionalizacion covalente de los NTP con el AF mediante
la espectroscopia Raman amplificada. Estos son los primeros resultados de la literatura que
muestran la caracterizacion de NTP-AF por medio de espectroscopia Raman normal y

amplificada.
2.3.12.3. Los NTP funcionalizados con AF presentaron fluorescencia

La presencia de grupos amino sobre la estructura de los NTP ha sido una ventaja muy bien
aprovechada para la funcionalizacion con diferentes tipos de moléculas. El grupo de Park
(Park y col., 2009) funcionalizé6 NTP con fotosensibilizadores (acido salicilico, benzofenona y
1-10-fenantrolina) los cuales exhibieron excelentes propiedades fluorescentes al unirse al

NTP. En otro trabajo los NTP fueron funcionalizados con puntos cuanticos lo cual permitio la
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construccion de microarreglos de NTP fluorescentes para ser utilizados como sensores
(Clausen y col., 2008). En este trabajo la funcionalizacion de NTP con AF fue posible por la

presencia de grupos amino disponibles en la superficie de los NTP.

Los NTP funcionalizados con AF fueron analizados por microscopia Optica y de
fluorescencia. En la figura 49 se observan las fotografias tomadas con el microscopio 6ptico

de los NTP antes y después de la funcionalizacion.

NTP

Figura 49. Imagenes de microscopia 6ptica de NTP antes y después de funcionalizar con AF

La figura de la izquierda (a) muestra a los NTP como estructuras rigidas y sin ningun defecto
en la superficie. Por otro lado en la figura b se observan los nanotubos con pequefos

aglomerados sobre la superficie que probablemente podrian ser moléculas de AF.

Para apreciar con mas claridad la presencia del AF sobre los nanotubos se tomaron varias
imagenes con el microscopio de fluorescencia utilizando un filtro DAPI (Nikon 425-500 nm).
En las figura 50 se observan los NTP funcionalizados con AF utilizando el filtro DAPI, se nota
la presencia de fluorescencia debido a la emision presentada por el AF. Por otro lado la
imagen (d) muestra a los NTP sin AF, no se observé fluorescencia para esta muestra de
NTP.
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Figura 50. Imagenes de microscopia de fluorescencia de (a-c) NTP-AF, (d) NTP sin AF

Se realizé un experimento adicional para comprobar la funcionalizacion de los NTP con AF
mediante microscopia de fluorescencia. Los NTP fueron funcionalizados con AF modificado
con NHS-atto. Esta molécula es una N-hidroxisuccinimida la cual estda marcada con un

fluoréforo conocido como atto-532 que emite a una longitud de onda de 553 nm.

En la figura 51 se observan los NTP-AF detectados con varios filtros, la imagen ¢ muestra los
NTP funcionalizados con NHS-Atto emitiendo a 553 nm, se aprecia la fluorescencia del
fluoréforo atto-532 el cual se encuentra enlazado al AF el cual a su vez se encuentra sobre la

superficie de los NTP.
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Figura 51. Imagenes de microscopia de fluorescencia de (a) NTP-AF optica, (b) NTP-AF filtro DAPI y
(c) NTP-AF filtro Texas Red (TR).

2.3.12.4. La microscopia SEM comprobd la union de NTP-AF

La funcionalizacién de los NTP con el AF fue seguida mediante microscopia SEM, se
utilizaron sustratos de silicio en donde 5 pL de las muestras fueron depositadas y secadas a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se utilizé alto vacio y una energia electrénica de 5

kV. La figura muestra las imagenes SEM de los NTP y de los NTP-AF.

D38188

Figura 52. Imagenes de microscopia SEM de (a) NTP, (b) NTP funcionalizados con AF

La figura de la izquierda muestra los NTP como estructuras largas y rigidas y
entrecruzandose entre si, por otro lado los NTP funcionalizados con AF (derecha) se
observan como estructuras de mayor diametro debido a la presencia del AF sobre su

superficie. Algunas de las estructuras de AF se aprecian como aglomerados sobre la
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superficie de los NTP mientras que las otras, las cuales no se aprecian debido a la resolucién

del microscopio, estan cubriendo a los nanotubos.

Por medio del software de imagenes Image J se midié el diametro de uno de los NTP sin
funcionalizar y uno de los NTP funcionalizados con AF, el diametro del NTP de la imagen a
tiene un valor de 220 nm, mientras que el NTP-AF de la imagen presenta un diametro de
3000 nm. EI aumento en el diametro es debido a la presencia del AF sobre las paredes de

los nanotubos.

Estas son las primeras imagenes SEM que se obtienen del conjugado NTP-AF, pues la
literatura aun no reporta trabajos sobre la funcionalizacion de nanotubos de péptidos con AF,

asi pues este es el primer trabajo que realiza la funcionalizacion de NTP con AF.

2.3.12.5. La presencia de defectos superficiales sobre los NTP-AF fue evidenciada por
AFM

Una solucién de NTP fue depositada sobre una superficie de silicio (silicon wafer) y se dejo
evaporar el solvente durante 1 hora y luego fue analizada por AFM. La estructura de los NTP
fue consistente con imagenes microscopicas obtenidas en otros trabajos [30]. El diametro del
nanotubo analizado estuvo entre 30 y 800 nm, rango reportado por Abramovich (Abramovich
y col., 2005) y el NTP de nuestro trabajo presenté un diametro aproximado de 180 nm. En la

figura 2.39 se aprecia el NTP sin funcionalizar, el area de escaneo fue de 2.5 ym x ym.

0 200 400 600 800

Figura 53. Imagen AFM de un NTP y la correspondiente linea de perfil topolégico (area de escaneo
2.5 um x 2.5 pym)
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La imagen AFM del NTP sin funcionalizar muestra una estructura rigida aparentemente lisa y
sin ningun defecto sobre la superficie. Un analisis de la linea de perfil topoldégico muestra al

nanotubo con un diametro aproximado de 160 nm.

Cuando el NTP fue funcionalizado covalentemente con el AF se observé un aumento en el
diametro del nanotubo, AF con un diametro de 300 nm, probablemente debido al

enlazamiento del AF a través de la unién quimica mediante la carbodiimida, ver la fig. 54.

0 200 400 600 800

Figura 54. Imagen AFM de un NTP-AF y la correspondiente linea de perfil topologico (escala 2.5 pm
X 2.5 um)

Ademas de un aumento en el diametro de aproximadamente 150 nm se observan ciertos
defectos sobre las paredes del nanotubo debido a moléculas de AF que recubren la
superficie del tubo. Estas imagenes refuerzan los resultados obtenidos por espectroscopia
Raman, microscopia de fluorescencia y SEM en donde se evidencio la funcionalizacion de
los NTP con el AF. Una imagen mas clara de las estructuras de NTP con y sin el AF se

aprecia en las figuras 3D mostradas a continuacion.
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Figura 55. Comparacion de la estructura 3D de un NTP y un NTP funcionalizado con AF (escala 2.5
MM x 2.5 um).
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2.4. Conclusiones

Los espectros UV-Vis, Raman y fluorescencia evidenciaron la unién no covalente del
quitosano con los NTC. La espectroscopia UV-Vis mostré la presencia de la banda a 265 nm
tipica de los nanotubos en solucion y el efecto de apagamiento de la fluorescencia del
quitosano por los nanotubos corroboré la funcionalizacion. Los valores de la relacién de
intensidades Raman de las bandas D y G indicaron la presencia de defectos sobre la
superficie de los NTC, estos valores sirvieron como evidencia adicional para comprobar la

union del quitosano a las paredes de los NTC.

El conjugado NTC-quitosano fue utilizado como soporte para la union covalente del AF, esto
se logré6 por medio de una reaccion de acoplamiento utilizando el linker EDC/NHS. La
funcionalizacion covalente del AF con NTC-quitosano fue caracterizada mediante la técnica
2D NMR DOSY. Los coeficientes de difusién del AF libre (5.0 x 10"° m?/s) y el AF conjugado
a los nanotubos (3.5 x 107° m?%s) mostraron al AF difundiéndose mas rapido que su
contraparte conjugada, el cual al ser un compuesto de mayor volumen y masa se difunde

mas lentamente evidenciando asi la unién del AF al conjugado NTC-quitosano.

Los NTC fueron dispersados y funcionalizados no covalentemente con AF. La espectroscopia
Raman fue utilizada como herramienta clave para comprobar la unién no covalente del AF a
los nanotubos. Los modos vibracionales de “respiracion” radial de los NTC antes y después
de funcionalizar evidenciaron la union del AF a los NTC. La intensidad de estos modos
disminuy6 luego de la funcionalizacion con el AF debido a que la “respiracion” radial se vio
impedida por la presencia de esta molécula. Igualmente los valores de la relacion Ip/lg
mostraron un valor de 0.18 y 0.21 para los NTC y los NTC-AF respectivamente. El aumento
en el valor de Ip/lg indicé la presencia de defectos superficiales sobre los nanotubos

demostrando asi probablemente la funcionalizacion no covalente de los NTC con el AF.

Para un valor de pH 7.0 se obtuvo una dispersion estable con un valor de potencial zeta de -
324 mV con una baja probabilidad de precipitacién. ElI conjugado NTC-AF formé
dispersiones estables a pH fisiolégicos lo que lo convierte en candidato ideal para las

aplicaciones biologicas.
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Los NTC-AF fueron caracterizados microscopicamente mediante las técnicas SEM y AFM. La
caracterizacion por SEM mostro la presencia de madejas de nanotubos dificiles de identificar
individualmente. La funcionalizacion con AF logré mejorar la dispersion y se obtuvieron
nanotubos de menores tamafnos y separados como tubos individuales. Ademas el analisis

SEM-EDX mostré la presencia de NTC funcionalizados con el AF.

La presencia del AF envolviendo los NTC fue demostrada mediante AFM. El analisis
topoldgico y estructural exhibié un aumento en el diametro de los nanotubos luego de la
unién con el AF comparado con el diametro original de los NTC sin funcionalizar. Imagenes
tridimensionales ayudaron a corroborar la unién no covalente del AF sobre la superficie de
los NTC.

En este trabajo se evidencid la funcionalizacion covalente de NTP con AF. La
funcionalizacion covalente del AF con los NTP se siguié por espectroscopia Raman y se
identificaron los modos vibracionales de “respiracién” radial a 1002, 1031 y 1583 cm’
correspondientes a los NTP. Se utilizé la espectroscopia Raman amplificada (SERS) como
estrategia para lograr una mejor identificacion de los modos vibracionales del AF y los NTP
en el conjugado. Los espectros SERS mostraron una mejor resolucion de las bandas y se
identificaron los modos del AF (691, 964, 1175 y 1593 c¢cm™) los cuales se identificaron

también en el conjugado NTP-AF.

La microscopia fluorescente permitid identificar los NTP funcionalizados con el AF.
Experimentos de control de NTP sin funcionalizar no exhibieron ninguna fluorescencia. Por
otro lado la presencia del AF sobre los NTP produjo nanoestructuras con emisién de luz

fluorescente.

La funcionalizacion de los NTP con el AF fue evidenciada mediante microscopia SEM y AFM.
Las imagenes tridimensionales mostraron a los NTP con defectos sobre la superficie
probablemente por la presencia del AF unido covalentemente a su estructura. El diametro de

los NTP aumentdé luego de la union con el AF.

Finalmente la preparacion y caracterizacion de NTC-AF y NTP-AF convierte a estos
conjugados en potenciales nanocompuestos para aplicaciones bioldégicas que incluyan la

actividad in vitro en células infectadas con enfermedades infecciosas o en células
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cancerigenas. Igualmente podrian ser aplicados en la deteccion de enfermedades
infecciosas 0 en cancer en donde se encuentren células malignas que sobreexpresen

receptores de folato.
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CAPITULO Il

Fotoactivacion y Actividad in vitro de

Nanotubos de Carbono-Acido Fdlico
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3.1. Introduccion

Las opciones actuales para medicamentos de la LC son limitadas y presentan desventajas
como: efectos tdxicos secundarios, altos costos en los tratamientos y la resistencia
presentada por el parasito (Kumasr y col., 2012). En consecuencia el desarrollo de nuevos
tratamientos alternativos a los actuales medicamentos es prioritario y se ha convertido en un
desafio para lograr un tratamiento eficaz. Los avances logrados en el campo de la
nanotecnologia han permitido el disefio y la preparacién de nuevos tipos de nanocompuestos
como: liposomas, nanoemulsiones y nanoparticulas poliméricas (Nilfrousihzadeh y cols.,
2006). Los investigadores han centrado su atencion en estos nanocompuestos debido a que
poseen caracteristicas fisicoquimicas (tamafio nano, biocompatibles, estabilidad, etc) que
permiten ser aplicados en campos de la biomedicina como: entrega de farmacos, sistemas

de deteccion, etc.

Entre los tratamientos localizados (realizados directamente en las lesiones), la terapia
térmica (calor o frio) constituye una opcion interesante en LC (Shyam y col.,, 2012). El
tratamiento térmico en leishmaniasis comprende un rango de metodologias que van desde el
tratamiento con nitrogeno liquido (crioterapia) hasta la generacion de calor por medio de
diferentes tipos de radiaciones (Sanchez y col., 2012; Jowkar y col., 2012). La generacion de
calor provocada por radiaciones como la RF o el IR, provocan un calentamiento localizado
que penetra la piel y expone a altas temperaturas a los amastigotes que se encuentran en el
tejido afectado (Sharquie y col., 1998). Sin embargo la termoterapia en leishmaniasis tiene
algunos inconvenientes ya que en algunos casos es dolorosa e incomoda para los pacientes
debido a la necesidad de anestesiar el tejido infectado, ademas precisa de la insercion de
electrodos en las lesiones para que ocurra el flujo de calor (Jowkar y col., 2012). Otros
tratamientos alternativos estudiados incluyen la utilizacion de cremas (paramomicina tépica),
glucantime intralesional y la terapia fotodinamica (Ashutosh y cols., 2012) entre otras, ver
tabla 16.

Tabla 16.Tratamientos fisicoquimicos evaluados como terapia contra leishmaniasis

Tratamiento Modo de accion Referencia
Crioterapia Congelamiento celular (Meymandi y col., 2011)
Laser CO, Inhibicién de la multiplicacién celular del (Croft y col., 2006)

parasito a temperaturas > 39°C
Terapia Los fotosensibilizadores pueden (Ashutosh y col., 2012)
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Fotodinamica catalizar diferentes reacciones
dependientes de luz generando
especies reactivas de oxigeno, las
cuales producen reacciones
fotooxidativas con la membrana del
parasito. En experimentos in vivo la
eliminacion del parasito no ocurre de
manera directa sino por mecanismos
indirectos como la disminucién en el
numero de monocitos en el area tratada.

Los NTC son estructuras compuestas por atomos de carbono que han sido exitosamente
utilizadas como vehiculos transportadores de farmacos, en el diagnostico de enfermedades y
como nanosensores (Croft y col., 2006). Recientemente mediante su funcionalizacion con AF
y por medio de la excitacion con luz del IR cercano los NTC fueron utilizados como agentes
generadores de calor en la destruccion selectiva de células cancerigenas tipo HelLa (Burlaka
y col., 2010). El ingreso de los NTC-AF fue facilitado gracias a la sobreexpresion de RF por
las células de carcinoma vertical, posteriormente el continuo calentamiento (7 min) con IR
cercano provoco la muerte selectiva de las células cancerigenas sin afectar las células

sanas.

Hasta el afio 2012 se conocio el primer trabajo experimental de la utilizacién de NTC como
transportadores de farmacos en experimentos de actividad anti-Leishmania. Ashutosh y cols
funcionalizé el farmaco AmB sobre la pared de NTC (ver figura 56). ElI conjugado NTC-AmB
fue caracterizado por FTIR y microscopia TEM para verificar la unidon nanotubo-AmB. Se
evalué su actividad anti- Leishmania en macrofagos infectados con L. donovani. La
comparacion de la actividad anti-Leishmania de la AmB libre y conjugada a los NTC, mostré
una mayor eficacia del conjugado NTC-AmB y no se presentaron efectos citotoxicos en los

experimentos in vivo realizados en hamsteres.
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Figura 56. Esquema de la sintesis de NTC-AmB (Ashutosh y col., 2012).

Los NTC al ser modificados con AF podrian mejorar la selectividad facilitando su
internalizacién para el transporte de farmacos o como agente generadores de calor. Una vez
sean ingresados en las células infectadas con la Leishmania, estos podrian en principio ser
irradiados con luz visible o del IR cercano de 808 nm generando un efecto térmico letal para
las células enfermas. De esta manera se podria mejorar la selectividad de los
nanocompuestos en la destruccion de células con leishmaniasis, comparada con los

tratamientos sistémicos y térmicos actuales.

Hasta ahora han sido pocos los estudios realizados que utilicen el AF unido a NTC para
facilitar su ingreso celular y que interaccionen con radiaciones no invasivas como el IR
cercano para generar efectos toxicos y asi permitir la destruccién selectiva de células
infectadas con Leishmania spp. Esto motivo realizar este trabajo investigativo para preparar y
evaluar un sistema de NTC funcionalizados con AF para destruir selectivamente los
amastigotes intracelulares de L. panamensis, in vitro empleando como células modelo las

THP-1, en presencia de la radiacion.

Al comienzo del capitulo se describen los equipos utilizados para la fotoactivacion de los

nanotubos y los ensayos bioldgicos para evaluar los NTC-AF. Luego se presentan los
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resultados de la fotoactivacion de los NTC-AF utilizado el laser IR cercano de A= 808 nm.
Finalmente se presentan los resultados de la toxicidad, internalizacion y del efecto fototoxico

de los nanotubos en células THP-1 infectadas con la Leishmania.
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3.2. Parte experimental

Las metodologias utilizadas estan orientadas a determinar la actividad téxica de los NTC-AF
contra células y parasitos antes y después de la irradiacion con una fuente laser de luz del IR
cercano (808 nm). Los ensayos en parasitos y células se realizaron en el laboratorio de
Quimioterapia en colaboracion de las profesionales Leidy Viviana Novoa y Betty Stefany
Lozada bajo la direccion de la Profesora Patricia Escobar, pertenecientes al Centro de

Investigacion de Enfermedades Tropicales (CINTROP) ubicado en la sede UIS-Guatiguara.
3.2.1. Parasitos y células

Se utilizaron promastigotes de L. panamensis MHOM/PA/71/LS94 (LS94) los cuales fueron
cultivados en medio Scheneider suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado
(SBFi) pH 7,2 a 28°C en oscuridad. Los amastigotes intracelulares de L. panamensis se
obtuvieron infectando las células THP-1 diferenciadas con promastigotes en fase
estacionaria de crecimiento utilizando un radio de infeccion célula: parasito de 1:5 durante 48
horas a 32°C, 5% de 5% CO; y 95% de mezcla de aire. Las laminas fueron fijadas con
metanol y coloreadas con Giemsa y el porcentaje de infecciéon fue determinado por conteo de

300 células en microscopio de luz transmitida.

Se utilizo la linea celular humana de leucemia monocitica aguda (THP-1, ATCC TIB 202) la
cual fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBFi, 0,1% de penicilina-
estreptomicina a 37°C, 5% CO; y 95% de mezcla de aire. La diferenciacion de los monocitos
THP-1 a su fenotipo adherente se realizé utilizando 80 ng/mL de forbolmiristato acetato (PMA

por sus siglas en inglés) por 72 horas a 37°C, 5% de CO3, 95% mezcla aire.
3.2.2. Compuestos

Se utilizaron NTC funcionalizados con AF preparados segun numeral 2.1.2.2. Para cada
experimento se preparaban soluciones nuevas del compuesto y almacenadas a 4°C durante
maximo 4 dias. Se prepararon soluciones stock de 0.5 mg/mL de NTC-AF en agua tipo milliQ
bajo condiciones de esterilidad. Como compuesto de referencia se utilizé la miltefosina
(Sigma-Aldrich).
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3.2.3. Sistema de irradiacién

Para los experimentos de irradiacidon se utilizé un sistema laser compuesto por un diodo de
808 nm, un controlador de temperatura del diodo y un controlador de potencia, el cual fue
adquirido a ThorLabs (Newton, USA). En la figura 57 se observa una fotografia del sistema

laser 808 nm con cada una de sus partes.
3.2.4. Calentamiento de los NTC-AF en sistemas acuosos sin células

Para determinar el calentamiento de los NTC funcionalizados con AF en un sistema sin
células se prepararon 3 soluciones de NTC-AF en agua milliQ de concentraciones 0.125,
0.25 y 0.5 mg/mLy se irradiaron durante 10 minutos usando tres valores diferentes de
potencia del diodo laser (200, 400 y 600 mW). Se registr6 el cambio de temperatura y se
construyeron curvas de calentamiento para cada concentracién y potencia y se determiné la
velocidad de calentamiento en °C/s. Estos calculos y las curvas se realizaron utilizando el

software Origin 8.0.

Figura 57. Sistema diodo laser para experimentos de fotoactivacion de NTC. (a) Controlador de
potencia, (b) controlador de temperatura y (c) diodo 808 nm.

3.2.5. Ensayos de internalizacion

Se realizaron dos tipos de ensayo para evaluar la internalizacion de los NTC-AF. En el primer
ensayo se incubaron células THP-1 no infectadas con NTC-AF con una concentracién de
0.125 mg/mL. Los NTC-AF se incubaron durante 24 y 48 h, posteriormente las células
fueron fijadas con formalina 2% y coloreadas con Hoechst 1 pg/mL durante 5 minutos en
oscuridad. Finalmente las células fueron observadas al microscopio de fluorescencia (Nikon

Eclipse E400).
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En el segundo ensayo células THP-1 infectadas con L. panamensis y no infectadas (8 x 10°
células/mL) fueron cultivadas en placas de 24 pozos con laminillas circulares y tratadas con
diferentes concentraciones de NTC-AF (0.125-0.03 mg/mL) de 2 a 72 horas a 37°C, 5% COx,
95% de mezcla aire. Terminado el respectivo periodo de incubacion las laminillas fueron
fijadas con metanol y coloreadas con Giemsa. El porcentaje de células con internalizacion
positiva de los compuestos fue determinado microscopicamente por conteo directo de 300
células. Los resultados fueron expresados como porcentaje de células con NTC
internalizados. Cada concentracion fue evaluada en dos experimentos independientes y se

realizo el registro fotografico en cada uno de los tiempos y concentraciones usadas.
3.2.6. Ensayos de toxicidad

Los ensayos de actividad toxica estuvieron orientados a determinar el efecto de diferentes
concentraciones de NTC-AF en las células y parasitos sin irradiacion y después de la
irradiacion con el laser IR cercano de 808 nm y una potencia de 800 mW. Se analizaron las
células THP-1 y los amastigotes intracelulares de L. panamensis. En todos los experimentos

se realizé un control de células tratadas sin irradiar.
3.2.6.1. Ensayos de toxicidad en células de mamifero sin irradiar

Las células THP-1 transformadas fueron tratadas con diluciones seriadas 1:2 por triplicado
con NTC-AF por 24 horas. Células controles fueron mantenidas sin tratamiento. La toxicidad

celular fue determinada por el método colorimétrico de MTT.

El método MTT se realizé adicionando 20 yL de MTT (5 mg/mL) a cada pozo e incubando
por 4 horas. Luego 100 yL de DMSO/pozo fueron agregados para diluir los cristales de
formazan. Las absorbancias fueron determinadas espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 580 nm utilizando el lector de microplacas Anthos 2020. El porcentaje de
toxicidad se calculé a través de la formula: toxicidad (%)= 100 x (Absorbancia/lF grupo
control-Absorbancia/lF grupo tratado) /Absorbancia grupo control. (IF: intensidad de

fluorescencia).

Con estos datos se calcul6 la concentracion inhibitoria 50 y 90 (Clsp y Clgo), por analisis de

regresion sigmoidal utilizando el software MS xIfit (ID Business Solution, Guildford, UK).
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3.2.6.2. Ensayos de toxicidad en células de mamifero irradiadas

Las células THP-1 transformadas a su fenotipo adherente fueron tratadas con una
concentracion de 0.125 mg/mL de NTC-AF e incubados por 24 horas a 37°C, 5% COg2, 95%
mezcla-aire. Células controles fueron mantenidas sin tratamiento. Posteriormente el medio
fue remplazado por medio RPMI 1649 10% de SBFi y las células fueron irradiadas con el
laser IR cercano por 5 y 10 minutos a una potencia de 800 mW. En una placa diferente, las
células tratadas con NTC-AF y las células controles fueron mantenidas sin irradiacion. La
toxicidad se evaludé 24 h (o 48 h en algunos experimentos) pos-irradiacion por conteo en
hemocitometro utilizando como colorante vital la eosina amarilla. Los resultados obtenidos se

expresaron como porcentaje de muerte celular. Cada experimento fue repetido tres veces.
3.2.6.3. Ensayos de toxicidad en amastigotes intracelulares de L. panamensis

Células THP-1 fueron transformadas con acetato de forbomiristato en camaras de vidrio con
sistema deslizante (labteck de NUNC) fueron infectadas con promastigotes de L. panamensis
(fase estacionaria de crecimiento) utilizando una relacién de infeccion de 1:5 célula: parasito
por 48 horas a 32°C, 5% CO, 95% mezcla-aire. Después fueron tratadas con diluciones
seriadas 1:2 de NTC-AF (0.25 a 0.016 mg/mL) por 24 horas. Posteriormente se irradiaron
con IR cercano (808 nm) por 10 minutos. Células infectadas controles tratadas y no tratadas
con NTC-AF fueron mantenidas sin irradiacion. De igual forma células infectadas no tratadas
fueron irradiadas en las mismas condiciones. Luego, las células fueron fijadas con metanol

por 10 minutos y coloreadas utilizando la tincion de Giemsa.

El porcentaje de infeccion fue determinado microscdpicamente por conteo directo contando
el numero de células infectadas en 300 células. Se consider6 célula infectada aquella que
contenia al menos un amastigote intracelular, cada concentracion fue evaluada por duplicado
en cada uno de los dos experimentos independientes. El efecto del compuesto con relacion a
los tiempos de exposicion al IR cercano fue expresada como la concentracion citotoxica para
el 90% de las células (CCgp) por analisis de regresién sigmoidal utilizando el software

MSXIfitTM, ID Bussines solutions, Guildford UK, para cada uno de los tiempos probados.
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3.3. Resultados y Discusién

3.3.1. Los NTC-AF presentaron un efecto térmico en presencia de un haz de luz laser
de 808 nm

En la figura 58 se observa el sistema de diodo laser de 808 nm utilizado para la

fotoactivacion de las soluciones de NTC-AF.

Figura 58. Dispositivo de calentamiento de dispersiones NTC-AF por medio de un diodo laser de 808
nm.

En la figura 59 se aprecian las curvas de calentamiento observadas con los diferentes
valores de potencia del diodo laser y con tres concentraciones diferentes de NTC-AF. Se
utilizé un tiempo de irradiacion de 10 minutos. La temperatura fue medida utilizando un
termometro electronico de sonda metalica, y se tuvo la precaucion de que el haz no

interfiriera con el termdmetro y asi no tener lecturas falsas de la temperatura.
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Figura 59. Curvas de calentamiento de NTC-AF utilizando un diodo laser de 808 nm a tres potencias
diferentes (200, 400 y 600 mW)

Como se observa en la figura 59 luego de una exposicién continua de los NTC-AF con el
laser IR cercano se observa un incremento en la temperatura de las soluciones. La maxima
velocidad de calentamiento se aprecia en los primeros 5 minutos, después no se observa un
aumento significativo de la temperatura. Para comprobar que la solucion no registrd
aumentos posteriores de temperatura a tiempos por encima de los 10 minutos se realizé un
experimento similar a los anteriores en donde una solucion de NTC-AF 0.25 mg/mL fue
calentada durante 15 minutos con una potencia de 600 mW. Como se aprecia en la figura 60
la solucion comienza a disminuir la temperatura a tiempos mayores de 10 minutos y a los 15
minutos de irradiacién la solucion alcanza una temperatura final de 40°C. Probablemente
esta disminucion en los valores de temperatura puede estar asociada a un intercambio de

calor de dispersiéon NTC-AF con el medio.

El maximo valor en la temperatura se alcanzé a la maxima potencia ensayada (0.6 W) con un
valor de 43.8°C durante 10 minutos de irradiacion. En un trabajo similar con NTC Hussain
(Hussain y col., 2011), los nanotubos alcanzaron una temperatura maxima de 44°C luego de
4 minutos de irradiacion de los nanotubos pero utilizando un laser con una potencia de 4.5
W. En otro trabajo se alcanzé una temperatura maxima de 60°C utilizando una lampara IR
cercano (780-1400 nm) para irradiar NTC de pared multiple (Burlaka y col., 2011). Estas
diferencias en las temperaturas alcanzadas pueden ser debidas a factores como la

concentracion y la estructura de los NTC utilizados. Esto fue demostrado en el trabajo de
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Hussain y cols, alli se observaron diferencias en los valores de temperatura para el
calentamiento de NTC, NTC funcionalizados con grupos -COOH y nanoparticulas de negro
de carbén. En otro estudio (Madani y col., 2012) NTC de pared multiple dispersos en el
surfactante Pluronic 127 resultaron mas eficientes en la produccién de calor luego de la
irradiaciéon con IR cercano que NTC de pared sencilla sin surfactante. Se cree que este
fendbmeno esta asociado al comportamiento de “antena dipolar” de los NTC de pared multiple
cuya alta eficiencia de calentamiento estd asociada a su amplio espectro de absorcion

comparado con el espectro de los NTC de pared sencilla.
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Figura 60. Curva de calentamiento de una solucién de NTC-AF 0.5 mg/mL utilizando un diodo laser
de 808 nm (600 mW). Tiempo de irradiaciéon 15 minutos.

La mayor velocidad de calentamiento (0.037 °C/s) se obtuvo para la dispersién de NTC-AF

con la mayor concentracién y a la mayor potencia de laser ensayada (600 mW).

El incremento en la concentracion de NTC-AF produce las mayores temperaturas de

calentamiento. Este aumento eficiente en la temperatura es debido a las transiciones

originadas por la alta absorcion de los NTC en la regidn del IR cercano, los cuales exhiben

las denominadas singularidades de van Hove (Fisher y col., 2010). Estas consisten en

discontinuidades en la densidad de estados en un sélido y son caracteristicas para los NTC.

La absorcion de luz por NTC produce un calentamiento localizado de la solucidn que se
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genera por vibraciones electronicas estimuladas las cuales producen una disipacién de calor

y esto se ve reflejado en un aumento de temperatura del medio (Burlaka y col., 2010).

Figura 61. Curva 3D de calentamiento de tres soluciones acuosas de NTC-FA (0.125, 0.3125, 0.5
mg/mL) a diferentes potencias del diodo laser 808 nm (200, 400 y 600 mW)

En la figura 62 se aprecia el experimento control realizado para comprobar que el
calentamiento de la solucion efectivamente fue debido a la presencia de los NTC
solubilizados en AF. Este experimento consistio en la irradiacion de agua sin la presencia de
los NTC. Se utilizé6 una potencia maxima de 600 mW.
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Figura 62. Calentamiento de agua sin la presencia de NTC-AF a una potencia de 600 mW.
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Se puede apreciar en la figura 62 que no se observa incremento alguno de la temperatura del
agua cuando se irradia con el laser IR cercano. Un resultado similar fue observado por
Hussain, quien irradiad una celda de cuarzo conteniendo agua. Los valores de la temperatura
registrada estuvieron en el rango entre 20-24°C. Esta solucién fue utilizada como
experimento control para comprobar que el calentamiento registrado fue debido
exclusivamente a las soluciones conteniendo nanotubos de carbono y nanoparticulas de
negro de carbdn. Los resultados presentados en esta investigacion y en otros estudios
(Fisher y col., 2010; Hussain y col., 2012; Madani y col., 2012; Schrand y col., 2011)
comprueban la transparencia del agua en la zona IR cercano del espectro electromagnético,
lo cual ha sido aprovechado como una condicion fundamental para la realizaciéon de

experimentos bioldgicos con este tipo de radiaciones (Madani y col., 2012).
3.3.2. Actividad in vitro de NTC-AF

El efecto de calentamiento provocado por el laser de 808 nm sobre el sistema NTC-AF sera

utilizado para el estudio de la actividad in vitro en células infectadas con L. panamensis.
3.3.2.1. Los NTC-AF no fueron téxicos en células de mamiferos

Los resultados presentados en la tabla 17 muestran que el tratamiento con NTC-AF en

células THP-1 (no infectadas) present6é una baja toxicidad en las concentraciones utilizadas.

Tabla 17. Actividad del conjugado NTC-AF sobre células THP-1 por el método MTT (24 horas
después de irradiacion)

Toxicidad en células THP-1.
NTC-AF Porcentajes de toxicidad + DS
(mg/mL)
Irradiado No irradiado

0.031 8.80 £ 0.41 14.48 + 0.52

0.063 2212 +0.41 14.22 + 0.21

0.080 2174 +2.84 18.086 + 0.47

0.150 22.81+2.69 24,708 + 3.45

0.250 21.09+1.44 11.136 £ 7.56

0.500 39.69 £0.75 35.75+1.73
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En un experimento adicional, concentraciones de 0.2 mg/mL de NTC-AF fueron tdxicas para
24.39 + 0.09 % de las células THP-1 (no infectadas), 48 horas pos-irradiacion. Las células

controles no irradiadas mostraron 3.60 + 11.10 % de toxicidad.

Segun los resultados encontrados no se puede mostrar que hubo diferencias entre los % de

citotoxicidad de las células irradiadas con respecto a las células no irradiadas.

La literatura menciona multiples estudios que hablan sobre la citotoxicidad de NTC en lineas
celulares como: Hela, linfocitos B, MCF-7, MSTO-211H y HEK (lancu y col., 2011). Una de
las razones de esta citotoxicidad probablemente es el tamafio y el area superficial especifica,
a mayor area superficial especifica (ASE) mayor efecto toxico. EI ASE se define como la
relacion entre el area superficial y la masa del nanotubo (Firme y col., 2010). Los NTC de
pared simple tienen areas superficiales mayores que los de pared multiple, pero debido a la
presencia de fuerzas de van der Waals entre las paredes laterales de los NTC, estos tienden
a aglomerarse, lo que reduce en gran medida su area superficial especifica. La aglomeracion
de NTC de pared multiple es minima, lo que los convierte en nanoestructuras con mayor
citotoxicidad. En un estudio con macréfagos J774 incubados con NTC de pared simple
durante 72 horas usando concentraciones de 0.06 y 0.6 mg/mL los nanotubos no
presentaron toxicidad, mientras que a una concentracion de 6 mg/mL se registré una
viabilidad celular del 40% (Montes y col., 2012).

En los experimentos de citotoxicidad en este trabajo se utilizaron NTC-AF de pared simple
utilizando concentraciones similares o menores a los mencionados en el parrafo anterior
(0.03-0.5 mg/mL), en estas condiciones los nanotubos no fueron téxicos (ver tabla 17),
ademas estos formaron aglomerados en las células (fig. 63) disminuyendo asi su ASE.
Estos factores sumados a la funcionalizacién con una biomolécula como es el AF convierten
al NTC-AF en un conjugado util y seguro para aplicaciones biomédicas que involucren

interacciones con células.
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3.3.2.2. Los NTC-AF fueron internalizados por células THP-1
3.3.2.2.1. Resultados con inmunofluorescencia

En la figura 63 a se observan células THP-1 sin NTC-AF, utilizadas como control. Las figuras
63 b y 63 c corresponden a células THP-1 incubadas con NTC-AF con una concentracion de
0.125 mg/mL durante 24 h y 48 h respectivamente. Se observa una leve diferencia luego de
24 y 48 horas de incubacion indicada en las figuras 63b y 63c. En la figura 63b se puede
observar una mayor cantidad de NTC-AF los cuales no alcanzan a llegar el nucleo. Esta
cantidad de NTC-AF aumenta luego de 48 horas de incubacion. Las aglomeraciones
presentadas de NTC-AF en la figura 63c se ubicaron en el citoplasma y con el aumento del

tiempo de incubacién los NTC ocupan mas del 50% de la célula.

(a) Control sin
NTC-AF

(b) 24h

(c) 48h

Figura 63. Internalizacion de NTC-AF en células THP-1 (microscopia fluorescente)

Los NTC pueden internalizarse en células de mamiferos mediante mecanismos de difusion
pasiva (Lacerda y col., 2007). El grupo de Kostarelos (Kostarelos y col., 2007) estudié la
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internalizacion de NTC-Amb en lineas celulares como: fibroblastos, HeLa, CHO y HEK293 y
concluyeron que el mecanismo de internalizacion es independiente del tipo de linea celular
utilizado. Dumortier (Dmortier y col., 2006) incubaron NTC funcionalizados con sales de
diazonio con una concentracion de 10 pg/mL durante 24 h luego de este tiempo los NTC se

internalizaron en macréfagos vy linfocitos T.
3.3.2.2.2. Resultados con microscopia Optica

En esta investigacion los NTC-AF con una concentracion de 0.031 mg/mL tuvieron un
porcentaje de internalizacion del 35% luego de 24 h de incubacion en células THP-1.
Mientras que para una concentracion de 0.125 mg/mL de NTC-AF se alcanzé un porcentaje
de internalizacién de aproximadamente el 60% luego de 24 h de incubacion. Estos resultados

se observan en la figura 64.
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Figura 64. Porcentajes de internalizacién de NTC-AF en células THP-1.

El estudio de la internalizaciéon de los NTC-AF fue seguido ademas mediante microscopia
optica. Se aprecia la formacion de aglomerados de NTC-AF los cuales estan ubicados en
posibles organelas del tipo vacuolas. El tamano de estas organelas depende de la
concentracion de NTC-AF, a mayor cantidad de nanotubos funcionalizados con AF los

aglomerados son de mayor tamafio y a su vez ocupan mas espacio en el citoplasma. Sin
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embargo a la misma concentracion y a mayores periodos de incubacion los aglomerados

fueron de menor tamano. Lo anterior puede apreciarse en la figura 6

Control 0.031 mg/mL 0.062 mg/mL 0.125 mg/mL

24 h

48 h

72 h

Figura 65. Internalizacion de NTC-AF en células THP-1 (microscopia optica). (a-d) incubacion 24h,
(e-h) 48h, (i-1) 72h.

En este trabajo los NTC-AF se internalizaron en células THP-1 y en células THP-1 infectadas

por Leishmania como se aprecia en la figura 66.

Figura 66. Internalizacion de NTC-AF en células THP-1 infectadas por Leishmania (microscopia
Optica)
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El mecanismo de ingreso de los NTC-AF a las células THP-1 infectadas probablemente
ocurre por un mecanismo mediado por las proteinas fijadoras de folato, debido a que los
nanotubos estan funcionalizados con AF. Los NTC son insolubles en agua y otros solventes
por lo que no fue posible realizar experimentos control de internalizacién utilizando NTC sin
funcionalizar. Sin embargo en el trabajo de tesis de maestria (Novoa y col., 2012) de la
profesional Viviana Novoa y en un estudio de Castillo (Castillo y col., 2011) se encontrd que
NTC-quitosano con una concentracién de 125 pg/mL y 24 h de incubacion lograron una
internalizacion de aproximadamente 65% en células THP-1. A pesar del leve aumento en el
% de internalizacion del NTC-quitosano comparado con el NTC-AF, el conjugado NTC-AF
logré un mayor tiempo de internalizacion en células THP-1. Luego de 72 h de incubacion el
% de internalizacion de los NTC-AF permaneci6 casi constante (60% aproximadamente). Por
otra parte el porcentaje de internalizacion de los NTC-quitosano luego de 70 h de incubacion
disminuy¢ del 80 al 30%.

La Leishmania es un parasito incapaz de sintetizar folatos indispensable para la sintesis de
bases precursoras de ADN (Fadili y col., 2003; Cunningham y col., 2001), y otros precursores
importantes en rutas biosintéticas de otros tipos de biomoléculas (Vickers y col., 2006). A
pesar de esta limitante la Leishmania ha desarrollado un sistema de proteinas para el
transporte y metabolitos de folatos. Sin embargo, no se conocen hasta el momento estudios
sobre la modulacion y estimulacion por parte del parasito en la expresion de proteinas

fijadoras de folato (PFF) en las células infectadas con la Leishmania.

El sistema transportador de proteinas estd conformado por dos tipos proteinas:
transportadores de folato (FT1) y transportadores de biopterinas (BT1). La FT1 es una
proteina transmembranal constituida por un conjunto de 14 proteinas con los extremos N-
terminal y C-terminal dentro de la célula (Fadili y col., 2003). Por otro lado la BT1 contiene 12
dominios localizados en la membrana plasmatica y es el principal transportador de pterinas
no conjugadas (Rciahrd y col., 2002), aunque estudios han demostrar una pequena

capacidad para transportar folatos (Kunding y col., 1999; Ouameur y col., 2008).

La informacién anterior es concordante con los resultados obtenidos en este trabajo, en
donde los NTC-AF fueron internalizados por las células infectadas por el parasito de la

Leishmania.
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3.3.2.3. Actividad fotéxica de NTC-AF en amastigotes intracelulares de L. panamensis

A continuacion se observa el montaje experimental para la irradiacion de los NTC-AF en

células infectadas y no infectadas con el parasito de la Leishmania panamensis.

Figura 67. Montaje utilizado para irradiacion de células con NTC-AF.

En la tabla 18 se observan los resultados de los porcentajes de inhibicion de las células

infectadas y infectadas con la Leishmania.

Tabla 18. Actividad fototéxica del conjugado NTC-AF sobre células infectadas con amastigotes
intracelulares de L. panamensis irradiados durante 10 minutos.

Amastigotes intracelulares de Leishmania panamensis.
NTC-AF Porcentajes de inhibicion + DS
(mg/mL) Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Irradiado irrazlioado Irradiado irrag?ado Irradiado irratilioado
0.5 NC NC NC NC 22.22 £ 5.56 0
0.25 2.55+2.23 0 217 12.32+4.14 | 11.11+1.85 | 16.75+£1.97
0.12 2.55+1.59 6.09+0.9 0 8.96+1.38 0 0
0.06 0 0 0 4.2+3.31 0 0

NC: no calculado
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En un experimento adicional, concentraciones de 0.2 mg/mL indujeron 38.66 £ 2.55 % de
inhibicion de las células infectadas 48 horas pos-irradiacion. Las células controles no

irradiadas mostraron un 10.29 + 7.89 % de inhibicion.

El tratamiento con NTC-AF en células THP-1 infectadas presentd una baja inhibicion en las
células infectadas con L. panamensis en las concentraciones utilizadas. Segun los resultados
encontrados no se puede mostrar que hubo diferencias entre los porcentajes de disminucion

de las células infectadas irradiadas con respecto a las células infectadas no irradiadas.

Diferentes estudios (Kam y col., 2005; Chakravarty y col., 2008) han mostrado la efectividad
de los NTC bajo la accién del IR cercano en la destruccion selectiva de células cancerigenas.
Uno de los pioneros en este tipo de aplicaciones fue Kam quien logré de manera selectiva la
destruccion de casi el 100% de células cancerigenas tipo HelLa y utilizando una fibra laser de
1064 nm a una potencia de 3.5 W/cm? mediante pulsos de 10 s cada uno. Fisher estudié la
respuesta fototérmica de NTC de pared multiple irradiados durante 5 y 10 minutos con una
densidad de potencia de 15.3 W/cm? e incubados en células de cancer de préstata PC3. Se
obtuvieron porcentajes de muerte células de casi el 90%. En otro estudio Chakravarty y col
destruy6 de manera selectiva células cancerigenas del tipo Daudi irradiando NTC de carbono
con un sistema laser 811 nm durante 7 minutos y a una densidad de potencia de 5 W/cm?. El
mecanismo de muerte celular por calentamiento con IR cercano ocurre debido a necrosis
coagulativa y la desnaturalizacién de proteinas de la célula (Madani y col., 2012). Una forma
de evaluar la muerte celular por cambios en la temperatura es mediante el analisis de las
proteinas de choque térmico (HSP). Las HSP son proteinas que producen los organismos
unicelulares y sirven como marcadores enddgenos de estrés térmico cuando la temperatura
excede los 43°C. Algunos investigadores (Burke y col., 2009) han concluido que la expresion
de HSP aumenta en zonas de células cancerigenas cercanas al haz de luz laser que las esta
irradiando, y ésta expresiéon de HSP disminuye gradualmente en zonas lejas al haz de luz
laser. Cuando estas células cancerigenas son irradiadas en presencia de NTC, el calor
generado por los nanotubos es suficiente para aumentar la temperatura superficial de las

células, disminuir la sobreexpresion de HSP y producir necrosis coagulativa.

Segun los resultados de la tabla 18 la inhibiciéon del crecimiento de amastigotes por parte de

los NTC-AF irradiados con IR cercano no fue la esperada. Probablemente la maxima
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temperatura alcanzada de 44°C por los NTC-AF no fue la suficiente para lograr la
desnaturalizacion completa de las proteinas de un numero significativo de los parasitos
haciendo dificil que se produjera la destruccién del parasito. A pesar de que se utilizaron
algunas condiciones similares a los experimentos en estudios con cancer (longitud de onda,
y tiempos de irradiacién (5-10 minutos)) los experimentos de irradiacion de células THP-1
infectadas con L. panamensis no produjeron porcentajes de inhibicion significativos. Sin
embargo hasta ahora en la literatura no hemos encontrado ningun estudio especifico del uso
del sistema NTC-AF para la destruccion selectiva de la Leishmania en presencia de radiacion
del IR cercano, como se ha mencionado los NTC se han utilizado como transportadores de

farmacos (como la AmB) para combatir con otra estrategia la leishmaniasis.

En este estudio inicial realizado sobre el uso de NTC-AF en amastigotes intracelulares de L.
panamensis irradiados con laser del IR cercano de 808 nm no se pudo observar una
diferencia clara entre los porcentajes de inhibicién de las células infectadas irradiadas con
respecto a las no irradiadas. Probablemente la razén de los bajos % de inhibicion pudo ser
debido a que los NTC-AF son activados generando un aumento localizado de la temperatura
que resulta letal para cierta cantidad de parasitos presentes en las células infectadas con

Leishmania pero insuficientes para matar toda la poblacion presente.

La figura 68 muestra los NTC-AF internalizados en las células infectadas con los
amastigotes, aunque la diferencia en las imagenes de las células antes y después de irradiar
no es muy notoria, en la tabla 18 este resultado se observdé mas claramente, mediante el

calculo de los % de inhibicion.
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a) Control b) 24 h de incubacién, tiempo ¢) 24 h de incubacidn, tiempo
de irradiacion 10 min de irradiacion 10 min (detalle)

Figura 68. Irradiacion laser de NTC-AF en amastigotes intracelulares de L. panamensis. (Aumento de
1000x).

A pesar de que no se alcanzaron porcentajes de inhibicién “altos” los resultados obtenidos
por el compuesto NTC-AF son promisorios y probablemente con la utilizacién de un sistema
laser de mayor potencia y mayor estabilidad que alcance temperaturas superiores a las 45°C
durante tiempos superiores a los dos minutos podria ser suficiente para alcanzar mayores

porcentajes de inhibicion de parasitos de la L. panamensis.
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3.4. Conclusiones

La estimulacion de NTC-AF con radiacion electromagnética del IR cercano (808 nm) produjo
un efecto térmico en los nanotubos. Este efecto se vio reflejado en aumento de la
temperatura de las dispersiones NTC-AF, lograndose un mayor efecto para una
concentracion de 0.5 mg/mL. A medida que se aument6 la potencia del laser de 200 a 600
mW la temperatura de la solucién exhibié un incremento considerable, obteniéndose una
maxima temperatura de 44°C. Se alcanzo una velocidad de calentamiento de 0.036 °C/s para
una concentracion de 0.5 mg/mL y una potencia del laser de 600 mW. Experimentos de
control mostraron la transparencia e inocuidad de la luz IR cercano frente a una solucion
acuosa. No se obtuvieron cambios significativos de la temperatura del agua durante 10
minutos de irradiacion utilizando la maxima potencia (600 mW) del laser de 808 nm. Las
excelentes propiedades opticas de los NTC en la zona del IR cercano los han convertido
como excelentes candidatos para aplicaciones biomédicas en el campo de la terapia
fototérmica para la destruccion selectiva de células cancerigenas. Lo cual estimuld su uso en

las células infectadas con la Leishmania.

Las dispersiones NTC-AF no exhibieron toxicidad alguna en células de mamiferos THP-1,
ademas no se alcanzd la CCsp (concentracion citotéxica 50) ni la CCgy incluso a

concentraciones mayores de 335 ug/mL.

Los experimentos de internalizacion mostraron el ingreso de los NTC-AF en células THP-1y
se observd una dependencia del tiempo de internalizacion con la concentracion de
nanotubos internalizados. Los NTC se ubicaron en el citoplasma y con el aumento en el
tiempo de internalizacion ocuparon mas del 50% de la célula. Ademas por medio de
microscopia optica se observo la formacion de aglomerados de los NTC-AF los cuales se
ubicaron en especies de vacuolas. El mecanismo de ingreso de los NTC funcionalizados con
AF es probablemente mediado la expresion de receptores de folato como se encontré en la

tesis de maestria (Novoa y cols., 2012) realizada en colaboracion con este proyecto.

Los NTC-AF sintetizados en este trabajo cumplieron las caracteristicas fisicoquimicas y
biolégicas para ser utilizados como agentes en la terapia fototérmica para la destruccion

selectiva de células cancerigenas y células infectadas con Leishmania. Estas caracteristicas
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fueron: tamafo nanométrico, alta estabilidad quimica (ver cap. 2), sistemas generadores de

un efecto fototérmico y baja citotoxicidad.

A pesar de exhibir las caracteristicas mencionadas anteriormente el efecto fototoxico en los
amastigotes intracelulares no fue el esperado. Sin embargo se observé la internalizacion de
los NTC-AF en las células THP-1 infectadas con Leishmania. La poca eficiencia en los
porcentajes de inhibicion de los amastigotes intracelulares observada fue debida
probablemente a que el efecto térmico generado no fue suficiente para matar toda la

poblacion de células infectadas.

La poblacion de NTC-AF ingresada por las células infectadas con el parasito no fue el
suficiente para que el laser generara el calentamiento de los nanotubos. Ademas existio
dificultad para alinear el laser en los pozos conteniendo las células dentro de las zonas
donde estaban presentes los NTC-AF, probablemente se estaban irradiando posiciones

donde habia ausencia de NTC.
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CAPITULO IV

Biosensor Nanotubo de Péptido-Acido
Folico para Deteccion de Células

Cancerigenas
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4.1. Introduccion

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por RF como blanco estratégico para la
deteccion y diagnostico del cancer (Henne y col., 2006). Los RF son proteinas ligadoras de
folatos que poseen una gran afinidad por el AF con una constante de asociacion de
aproximadamente 0.1 nM y tienen un peso de 38 kDa. Se encuentran sobre-expresadas en
la superficie de la membrana celular de células cancerigenas y de parasitos de la

leishmaniasis (Leamon y col., 2004).

Actualmente existen una diversidad de métodos para la deteccion de receptores de folato
como indicador de la presencia de algun tipo de cancer, entre estos métodos se tienen:
ensayos citoldgicos, ensayos de fluorescencia, y radio-inmunoensayos (Li y col., 2012). A
pesar de que la efectividad de estos métodos no ha sido cuestionada, la mayoria de ellos son
costosos, requieren largos tiempos de analisis y ademas existe un riesgo de radioactividad
sobre todo en los radio-inmunoensayos (Li y col.,, 2012). Debido a esto la comunidad
cientifica tiene cierto interés en el desarrollo de nuevas metodologias alternativas que eviten

los inconvenientes arriba mencionados.

Los métodos electroquimicos, principalmente aquellos basados en biosensores, han recibido
un apreciable interés debido a la simplicidad y rapidos tiempos de analisis (Castillo y col.,
2004). Recientemente los biosensores que utilizan como elemento de transduccion
electroquimica el grafeno han venido en aumento debido a las propiedades presentadas por
este compuesto (Brownson y col., 2010). El grafeno tiene la posibilidad de adsorber sobre su
superficie diferentes tipos de biomoléculas (ADN, proteinas, enzimas, anticuerpos,

nanoparticulas) y asi mejorar sus propiedades electroquimicas.

Los NTP son entidades bioldgicas con la capacidad y propiedad de auto-organizarse
rapidamente en condiciones “suaves” de laboratorio sin la necesidad de equipos
especializados y altas temperaturas (Cherny y col., 2008). Los NTP han recibido gran
aceptaciéon por parte de la comunidad cientifica para el disefio racional de dispositivos

funcionales para aplicaciones en el campo de la bionanotecnologia (Reches y col., 2007).

En este capitulo se describira la fabricacion de un biosensor de grafeno modificado con el

conjugado NTP-AF para la deteccidon de células HelLa. EI NTP-AF fue depositado sobre un
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electrodo de grafeno con el objetivo de incrementar la transferencia electronica. La adicion y
enlazamiento de los RF y las células Hela a la superficie del electrodo de grafeno modificado
mostrd una disminucién en la corriente faradica, hecho que fue confirmado por experimentos
de VC. EIl biosensor mostrd ser selectivo hacia los receptores del AF. Se espera que el
electrodo NTP-AF sobre el cual se fundamenta este biosensor pueda ser utilizado en el
diagnostico de enfermedades en las cuales exista una sobre-expresion de RF, como en el

caso del cancer o enfermedades tropicales como la leishmaniasis.
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4.2. Parte experimental

4.2.1. Preparacion de electrodos modificados con NTP-AF

Los electrodos serigrafiados (SPEs) fueron adquiridos comercialmente (DropSens), estos
electrodos son no reutilizables, tienen dimensiones 3.4 x 1.0 x 0.05 cm y se incorporan en
una misma pieza el electrodo de trabajo, el auxiliar y el de referencia, en la figura 4.1 se
aprecia una fotografia de estos electrodos. El electrodo de referencia y los contactos

eléctricos estan hechos de plata.

o

2

%

Flectrodn auxiliar

Electrodo Auxiliar

. Flectrodo referencia Electrodo de trabajo

Electrodo Trabajo

Electrodo Referencia

Figura 69. Caracteristicas del electrodo serigrafiado.
4.2.2. Modificacion de electrodos de carbono y grafeno

Se modificaron tres electrodos (carbono, grafeno y oro) con los NTP y con el conjugado NTP-
AF. Primero se midieron 10 uL de la solucién NTP y se depositd sobre la superficie del
electrodo y se dej6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Posteriormente la superficie del
electrodo se lavd cuidadosamente con una solucion de buffer fosfato 10 mM pH 7.4. Para el
conjugado NTP-AF se realizé el mismo procedimiento pero esta vez depositando sobre la
superficie del electrodo 10 pL. Finalmente los electrodos fueron almacenados en la nevera a

4°C para su posterior caracterizacion electroquimica.
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4.2.3. Modificacion de electrodos de oro

Para la modificacion de los electrodos de oro se realizé el mismo procedimiento con algunas
variaciones. Primero los electrodos de oro fueron modificados con una solucion de 2-Iminotiol
para lograr una mejor adsorcién del NTP y del conjugado NTP-AF. Para esto se depositd
sobre la superficie del electrodo 5 pL de una solucion de iminitiol (25 uM) y se dejé a
temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se deposité 10 pL del NTP (0.2
mg/mL) o 10 uL del conjugado NTP-AF (0.1 mg/mL) y se dejaron incubando durante 2 horas,
finalmente el electrodo fue cuidadosamente lavado con el buffer salino de fosfato y se

almacenaron a 4°C.

/\« OH
NH |
S —_— ?' . NH ﬁ
| 0 | 5
2-Iminotiol NTP-AF Electrodo de oro

modificado con NTP-AF

Figura 70. Modificacién de electrodos de oro con NTP-AF.
4.2.4. Caracterizacién microscopica de los electrodos modificados con NTP-AF

Los electrodos se observaron por el microscopio de fluorescencia, en un Cell Observer Zeiss,
y el microscopio electronico de barrido mediante un SEM Quanta FEG. El analisis se realizé
identificando la fluorescencia de los NTP-AF sobre la superficie de los diferentes electrodos.
Ademas la microscopia SEM permitié identifiar la estructura de la superficie delos electrodos

modificados y sin modificar.
4.2.5. Caracterizacién electroquimica de los electrodos no modificados

Para la caracterizacion electroquimica de los electrodos se midieron los VCs utilizando como

especie redox una solucion de Ks[Fe(CN)s] 10 mM conteniendo KCI a una concentracion de

100 mM. Los electrodos fueron sumergidos en la solucién anterior y se tomaron VC a una

velocidad de barrido de 100 mV/s. El montaje utilizado para las mediciones electroquimicas
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se aprecia en la figura 71. Las mediciones se llevaron a cabo en un potenciostato Autolab
PGSTAT101 (Metrohm Autolab, USA).

Potenclostato

Procesamiento
de datos

nnexiones

_{1940.‘,' Electrodos

Celda
electroquimica

Figura 71. Montaje utilizado para las mediciones electroquimicas.
4.2.6. Caracterizacién electroquimica de los electrodos modificados con NTP y NTP-AF

Los electrodos de carbono, grafeno y oro modificados con NTP y NTP-AF fueron sumergidos
en la celda electroquimica conteniendo la solucién de ferrocianuro de potasio-cloruro de
potasio y fueron medidos sus respectivos VCs a una velocidad de barrido de 100 mV/s. Cada

uno de los ciclos se realiz6 entre 600 y -600 mV.
4.2.7. Deteccion de receptores de folato

Se prepararon diferentes soluciones de RF, partiendo de una solucion stock de 2.63 uM se
prepararon por dilucion 5 soluciones en un rango comprendido entre 4-40 nM. Las soluciones
fueron agregadas sucesivamente a la celda electroquimica conteniendo una solucion 10 mM
de Ks[Fe(CN)s], se agitod la solucidon y se tomaron los respectivos VCs. Se construy6é una
curva de calibracion de intensidad de corriente vs concentracion de RF. Como experimento
control se tomd una una solucion de RF incubada con una solucién de AF 100 veces mas
concentrada que la primera solucion. La mezcla fue dejada en reaccion durante 2 horas,

tiempo que asegura un total bloqueo de los RF por parte del AF. Posteriormente esta
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solucidon se agrego a la celda electroquimica y se registro el respectivo VC utilizando una
velocidad de barrido de 100 mV/s.

4.2.8. Deteccion de células HelLa

La linea celular HeLa fue donada generosamente por el laboratorio CellLab de la Universidad
Técnica de Dinamarca. Las células fueron mantenidas en medio RPMI-1648 incubada con
suero bovino fetal (SBF). Las células fueron removidas del fondo del frasco de Roux
utilizando tripsina y buffer PBS. Posteriormente las células HelLa fueron colocadas en medio
RPMI y colocadas en tubos cénicos para ser centrifugadas (1500 rpm x 5 min). Las células
en solucién fueron almacenadas en una cabina con 5% CO; a 37°C. Posteriormente se
determind la concentracion mediante conteo en camara Neubauer y se prepararon diluciones
entre 500 y 3000 células HelLa/mL. Las soluciones de células HelLa de diferente
concentracion fueron agregadas a la celda electroquimica y agitadas durante 30 segundos,

finalmente se registraron los VCs a 100 mV/s.
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4.3. Resultados y Discusién

4.3.1. El conjugado NTP-AF fue adsorbido sobre la superficie de los electrodos

Luego de la inmovilizacion del conjugado sobre la superficie de los electrodos se realizo la
caracterizacion microscépica por fluorescencia y por SEM. En la figura 72 se aprecian las

imagenes de la superficie de los electrodos modificados y sin modificar con NTP y NTP-AF.

Electrodos sin modificar Electrodos/NTP Electrodos/NTP-AF

-

Figura 72. Imagenes de microscopia 6ptica de (a-c) electrodos de carbono, grafeno y oro sin

modificar, (d-f) electrodos carbono, grafeno y oro modificados con NTP, NTP-AF y (g-i) electrodos
modificados con NTP-AF.

Se observa una clara diferencia en las superficies de los electrodos sin modificar. La
superficie de los electrodos muestra la presencia de los nanotubos formando especies de
entrecruzados con los electrodos. Como se vera mas adelante esto tendra cierta influencia
sobre la respuesta electroquimica de los electrodos modificados. A diferencia de los

electrodos modificados con NTP los electrodos NTP-AF muestran una mayor area cubierta
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por el conjugado, es decir estan cubriendo un mayor porcentaje de la superficie de grafeno y

se nota la ausencia de espacios entre los nanotubos.

Adicionalmente se tomaron imagenes de microscopia fluorescente de la superficie de los
electrodos modificados unicamente con el conjugado NTP-AF, como evidencia para mostrar

la modificacion de los electrodos.

Figura 73. Imagenes de microscopia fluorescentes de (a) electrodos de carbono/NTP-AF (b)
electrodos de grafeno/NTP-AF y (c) electrodos de oro NTP/AF.

La fluorescencia presentada por el conjugado es debido a las propiedades fluorescentes del

AF cuya longitud de onda de emision esta en el rango de 450-480 nm.

Para evidenciar con mas detalle aun la modificacion de los electrodos, se realizd una
caracterizacion adicional utilizando microscopia SEM. En la figura 74 mostrada a

continuacion se nota la diferencia entre los electrodos de grafeno modificados y sin modificar.
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Electrodo de grafeno sin modificar Electrodo de grafeno/NTP Electrodo de grafeno/NTP-AF

Flra 74. égs de icr0300|a SEM electrodos grafeno,lecrodos e grfno/ y
electrodos de grafeno-NTP/AF respectivamente.

Nuevamente se aprecia claramente que la mayor area superficial es cubierta por los NTP-AF

comparado con los electrodos NTP y de grafeno.
4.3.2. Los NTP-AF exhibieron excelentes propiedades electroquimicas

La VC es una de las técnicas analiticas mas ampliamente utilizadas para es el estudio de
reacciones electroquimicas y suministra una informacion rapida sobre los potenciales redox

de la especie bajo estudio (Harnish y col., 2012).

Esta técnica se basa en aplicar un barrido de potencial al electrodo de trabajo tanto en el
sentido directo como en el sentido inverso, proceso conocido como barrido triangular de

potencial. Este programa de potencial se inicia en un valor E4 y finaliza en un valor E.

En este tipo de perturbacién, la pendiente de la variacidon de potencial se conoce como
“velocidad de barrido”. Existen 3 valores importantes de potencial, el potencial inicial Ey, el
potencial de corte anddico E, y el potencial de corte catédico E.. El barrido puede ser iniciado
en cualquier sentido (anddico o catdédico). Para un sistema reversible, la respuesta corriente-
potencial que se obtiene es similar a la de la figura 75. Considerando que el barrido se inicia
en el sentido anddico, se aprecia que cuando se alcanza el valor adecuado de potencial para
que la reaccion de oxidacidn ocurra, la corriente aumenta notablemente hasta un valor
maximo. Dado que la especie que reacciona es consumida totalmente en la superficie del
electrodo, la corriente de oxidacion cae a medida que se aumenta el potencial. Una vez

alcanzado el valor de potencial de corte anddico, el barrido de potencial es invertido y se
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obtiene un aumento de corriente catddica correspondiente a la reaccion de reduccion. EI VC
finaliza en un valor de potencial, coincidente con el valor de potencial inicial. Dos valores
importantes para el analisis del proceso redox son las corrientes maximas obtenidas,
denominadas corriente de pico anodico (ipa) Y corriente de pico catddico (ipc),

respectivamente.

En la figura 75 se aprecia un VC tipico para diferentes velocidades de barrido. De esta
manera en este trabajo se utilizé la VC como una herramienta para evaluar el
comportamiento de los electrodos modificados con el conjugado NTP-AF ya que éste es
utilizado en la construccion de electrodos para la deteccidn de células cancerigenas que

expresen receptores de folato.

current

increasing
scan rate

voltage

Figura 75. Ejemplo de un voltamograma ciclico (Brad y col., 2007).

La superficie de los electrodos de oro, carbono y grafeno fue cubierta mediante la adsorcion
fisica de los NTP y del conjugado NTP-AF. Los NTP y el conjugado se dejan en contacto con
los electrodos durante tres horas a temperatura ambiente. Posteriormente fueron lavados
cuidadosamente con agua milliQ para remover cualquier exceso de nanotubo o conjugado no

adsorbido sobre los electrodos.

En la figura 76 se observan los electrodos preparados de grafeno, carbono y oro modificados

con NTP y NTP-AF.
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Figura 76. Electrodos modificados con NTP y NTP-AF: (a, b) grafeno, (c,d) carbono y (e) oro.

Finalmente fueron caracterizados mediante VC utilizando Ks[Fe(CN)s] 10 mM como
compuesto redox. En la figura 77 se observan los VCs medidos de los tres electrodos (oro,

carbono y grafeno) sin modificar.
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Figura 77. VCs de electrodos de carbono, grafeno y oro sin modificar. La solucion electroquimica

estd compuesta de K;[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100 mM y se midié a una velocidad de barrido de 100
mV/s.

Segun la grafica los valores de la corriente catddica generada durante el barrido de voltaje
fue 103, 141 y 205 pA para los electrodos de carbono, grafeno y oro respectivamente. El
electrodo de oro generod la respuesta mas alta en el valor de la corriente durante el proceso
redox del ferrocianuro de potasio, por el contrario el electrodo de carbono obtuvo el valor mas
bajo en la corriente. La notoria respuesta electroquimica de los electrodos de oro radica en
sus altas propiedades conductoras y alta velocidad en la transferencia electronica
(Ferapontova y col., 2005).

Para mirar el efecto de los NTP sobre la reduccién/oxidacion del Ki[Fe(CN)s] se midieron

VCs de cada uno de los electrodos modificados con los NTP.

Segun la literatura los NTP exhiben buenas propiedades electroquimicas convirtiéndolos en
excelentes candidatos para la construccion de biosensores (Shklovsky y col., 2010). El éxito
de los NTP en aplicaciones electroquimicas radica principalmente en un aumento del area

superficial de los electrodos modificados por estos.
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Figura 78. VCs de electrodos de oro, carbono y grafeno sin modificar y modificados con NTP. La
solucion electroquimica estda compuesta de K;[Fe(CN)g] 10 mM + KCI 100 mM y se midié a una

velocidad de barrido de 100 mV/s.

El electrodo de carbono modificado con NTP exhibié un leve aumento en el valor de la

corriente mientras que el electrodo de grafeno-NTP exhibié un aumento de 32 pyA. Por otro

lado el electrodo de oro mostré un comportamiento opuesto debido a que el valor de la

corriente disminuy6 aproximadamente 12 pA. este efecto obedece probablemente a que el

electrodo de oro modificado con NTP no presenta un comportamiento conductor suficiente

para causar un aumento en los valores de la intensidad de corriente.

Para continuar con la modificacién de los electrodos con el conjugado NTP-AF se midieron

los respectivos VCs.
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Figura 79. Comparacion deVCs de electrodos sin modificar y moditicados con NIF y NIF-AF.

Solucién electroquimica compuesta de Ki[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100 mM a una velocidad de barrido
de 100 mV/s.

Los electrodos de grafeno y de carbono modificados con NTP-AF mostraron un aumento
significativo en el valor de la corriente, siendo este aumento mas pronunciado en el electrodo
de grafeno. El valor de la corriente del electrodo de grafeno NTP-AF tuvo un aumento de 300
MA comparado con el valor del electrodo de grafeno sin modificar mientras que el electrodo
de carbono aumento en casi 80 yA comparado con el electrodo no modificado. Por otra parte
el electrodo de oro disminuyo el valor de la corriente cuando fue modificado con el conjugado
NTP-AF. En un trabajo realizado por Wang (Wang y col., 2102) se observo el mismo efecto
de disminucion de los valores de la intensidad de corriente. Sobre un electrodo de oro fueron
inmovilizadas varias capas con polimeros conductores y no conductores, a pesar de la
inmovilizacidén de estos polimeros los valores de corriente siguieron disminuyendo. Las capas
de polimeros acturaron como aislantes disminuyendo de esta manera los valores en la
intensidad de la corriente. En la tabla 19 se observan los valores de las corrientes para cada
uno de los electrodos modificados y sin modificar.

Tabla 19. Valores de las corrientes para los electrodos de oro, carbono y grafeno sin modificar y
modificados con NTP y NTP-AF.

ELECTRODO CORRIENTE (pA)
Oro No modificado 204
NTP 194
NTP-AF 75
Carbono No modificado 102
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NTP 113

NTP-AF 180

Grafeno No modificado 138
NTP 198

NTP-AF 444

El analisis de la tabla anterior muestra que si se comparan los electrodos sin modificar, el
electrodo de oro fue el que genero la sefial mas alta en la corriente, mientras el electrodo de
carbono obtuvo la sefial mas baja en la corriente de respuesta. La comparacion de los
electrodos modificados con NTP muestra al grafeno con el valor mas alto en la corriente
mientras que el electrodo de oro-NTP exhibié valores de corriente menores comparado con
el electrodo sin modificar. El grafeno ha sido utilizado recientemente en el desarrollo de
nuevos dispositivos electronicos debido a sus interesantes propiedades electronicas y
electroquimicas (Yemini y col., 2005; Pumera y col., 2010; Liu y col., 2010; Shao y col., 2010;
Browson y col., 2010). Finalmente al comparar los electrodos modificados con el conjugado

NTP-AF nuevamente el electrodo de grafeno exhibié la sefial mas alta.

Probablemente exista un efecto sinérgico entre los NTP, el AF y la gran area superficial del
electrodo de grafeno, el AF ha sido reportado como una especie electroactiva, esta
caracteristica sumada al incremento del area de los NTP son los responsables de las

excelentes propiedades electroquimicas mostradas por este material.

Para comprobar la estabilidad de los electrodos en el tiempo, se midieron VCs de los mismos
electrodos utilizados 24 horas después de la primera medicion. Como se aprecia en la figura
80 la respuesta electroquimica de los electrodos de grafeno modificados exhibe un aumento
en el valor de la corriente luego de 24 horas de haber sido preparado. En el caso del
electrodo modificado con NTP hubo un aumento de 19 pA, es decir de 305 a 324 pA.
Mientras en el caso del electrodo NTP-AF el incremento en la corriente fue de 51 pA. El
aumento posiblemente esta asociado a la estabilizacion de la fisisorcion de los NTP vy los
NTP-AF sobre el grafeno a medida que transcurre el tiempo. Adicionalmente, tiempos de

inmovilizacién de 3 horas mostraron buenas respuestas electroquimicas.
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Figura 80. VCs de electrodos modificados con NTP y NTP-AF luego de 24 horas de preparacion. La

Solucién electroquimica esta compuesta de Ks;[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100 mM, se midieron a una
velocidad de barrido de 100 mV/s.

Los resultados anteriores convierten a los electrodos de grafeno modificados con NTP-AF en
potenciales candidatos para aplicaciones electroquimicas para la construccion de
biosensores en la deteccion de células cancerigenas. Debido a los resultados observados
por el electrodo de grafeno modificado con el conjugado NTP-AF, este sera utilizado para la
deteccion de receptores de folato y en la deteccibn de células cancerigenas que
sobreexpresen este tipo de receptores.

4.3.3. El biosensor fue sensible a diferentes concentraciones de receptores de folato

De acuerdo con los resultados observados en la seccidon anterior, en este estudio se
emplearon electrodos de grafeno modificados con NTP-AF para la deteccion de RF. A
continuacion se aprecian los VCs obtenidos luego de la adicidén de varias cantidades a partir
de una solucién stock de RF 2.63 uM.
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Figura 81. VCs de electrodos de grafeno NTP-AF a diferentes concentraciones de soluciones de RF.

Solucién electroquimica compuesta de Ki;[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100 mM. (Velocidad de barrido de
100 mV/s).

En los VCs se observa claramente una disminucion del valor de la corriente a medida que
aumenta la concentracion de los RF. Cuando se alcanza una concentracién de 40 nM el valor
de la corriente disminuye pero no tan notoriamente como cuando se agregd la primera
concentracion de 8 nM. Este efecto puede ser explicado debido a la interaccion de los
receptores con el AF enlazados a los NTP, la conocida interaccion RF-AF caracterizada por
una Kg= 1-10 nM, hace que la comunicacion electrénica entre el electrodo y el conjugado
NTP-AF se disminuya, de alguna manera los receptores de folato estan bloqueando la
transferencia electronica entre la superficie del electrodo de grafeno y los NTP
funcionalizados con el AF. En el siguiente esquema se explica mas claramente el efecto
presentado por los RF cuando interactiuan con el AF inmovilizado sobre la superficie del

electrodo de grafeno.
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Esquema 2. Modelo de transferencia electrénica en la deteccion de RF.

En el esquema 2 se muestra como el electrodo de grafeno exhibe una transferencia de
electrones hacia la solucién de ferrocianuro de potasio, la cual como se observé en la figura
es mas alta comparada con los electrodos de carbono y de oro. Posteriormente como se
aprecia en la figura 2b la transferencia electronica aumenta debido a la presencia de los
NTP. La funcionalizacion de AF sobre la superficie de los NTP incrementa aun mas la
transferencia de electrones, debido quizas al aumento del area superficial del grafeno con el
conjugado NTP-AF. Con estas caracteristicas el electrodo es posible utilizarlo para la
deteccion de RF, esto es precisamente lo que se ilustra en el esquema 2d. La adicion de RF
provoca el bloqueo de la sefal electroquimica debido a la alta afinidad presentada por la
interaccion RF-AF. Debido a esta interaccion la comunicacién electroquimica se bloquea a
medida que el numero de receptores cubren la superficie del electrodo provocando asi la

disminucion en los valores de la corriente.

Con base en los resultados anteriores se procedid a construir una curva de calibracién de

intensidad de corriente contra concentracion de RF.
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Figura 82. Grafica de corriente contra concentracion de RF

Como se aprecia en la figura existe una dependencia entre la concentracién de RF y los
valores de la corriente, se observa una dependencia exponencial. Para efectos practicos la

grafica puede convertirse a su forma lineal transformando los valores de la corriente y la

concentracion en su respectivo valor inverso.

Esto se aprecia mas claramente en la grafica de 1/corriente vs 1/[RF].
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Figura 83. Curva de calibracion corriente vs RF
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Se aprecia una tendencia lineal, la cual puede ser aprovechada para medir la concentracion
de cualquier solucion que presente determinada cantidad de receptores de folato. La

ecuacion para ésta grafica fue:
Corriente= 0.0040 — 0.0027[RF] r’= 0.989 (1)
4.3.3.1. El biosensor NTP-AF fue selectivo hacia receptores de folato

Para demostrar la selectividad del biosensor se incub6 una solucién de 4 nM de RF con una
solucion de AF 100 veces mayor (400 nM) durante 3 horas con el fin de asegurar un bloqueo
total de los receptores y asi descartar que la disminucion en la respuesta electroquimica sea
debida a otras especies presentes en la solucion. De esta manera se midieron VCs del
electrodo de grafeno NTP-AF en ausencia de RF, en presencia de RF 40 nM y en presencia
de la solucion de RF bloqueados por el exceso de AF. Los resultados se muestran a

continuacion.
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Figura 84. Selectividad del biosensor NTP-AF

Como se aprecia en la figura 84 luego de la adicién de la solucién de RF 4 nM se observa la
disminuciéon en el valor de la corriente que se observd en anteriores experimentos,
posteriormente luego de la adicion de RF incubados con una solucion de AF, se observa que

la respuesta electroquimica no se ve afectada, es decir el valor de la corriente permanece
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constante. EI AF previamente incubado con la solucion de los RF bloquea totalmente el
efecto de los receptores sobre la respuesta electroquimica del biosensor, de esta manera se
comprueba que el electrodo modificado con NTP-AF es selectivo hacia los receptores de

folato.

La deteccion de RF a diferentes concentraciones utilizando electrodos de grafeno
modificados con nanoestructuras de péptidos funcionalizadas con biomoléculas como el AF
puede ser utilizada para la deteccion de células cancerigenas o posiblemente células
infectadas con el parasito de la Leishmania que sobreexpresen RF. A continuacion se
describen los resultados del comportamiento del electrodo de grafeno modificado en la

deteccion de células de cancer humano cervical, mas conocidas como células Hel a.

4.3.4. Estudio en el comportamiento en la intensidad de corriente del biosensor NTP-
AF en presencia de células cancerigenas HelLa

El AF es una vitamina soluble en agua y perteneciente al grupo de los complejos B. En los
mamiferos esta vitamina no puede ser sintetizada por lo que es necesario su consumo a
través de la dieta alimenticia. La gran afinidad presentada por el AF y los RF ha convertido a
esta biomolécula en un blanco clave para la sintesis de farmacos para el tratamiento del
cancer y como ligando estratégico para la entrega controlada y selectiva de agentes
terapéuticos en tumores o en sitios donde se presente algun tipo de inflamacion (Henne y
col., 2006; Li y col., 2011).

Los RF son sobre expresados por células cancerigenas de ovario, pulmén, seno, cerebro y
de colén (Sahu y col., 2011; Turk y col., 2002; ayala y col., 2012). Es por esta razén que se
escogio la linea celular HeLa como modelo para la construccion del biosensor utilizando
electrodos de grafeno modificados con el conjugado NTP-AF. En la figura 85 se aprecia una

imagen de la linea celular HelLa utilizada en este estudio.
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Figura 85. Imagen de microscopia Optica de células Hela, realizadas en el microscopio optico.

Las células HelLa fueron cultivadas en medio RPMI y se utilizaron diferentes soluciones con
concentraciones en un rango entre 500-10000 células HelLa/mL. El electrodo de grafeno
NTP-AF fue sumergido en la solucién 10 mM Ks[Fe(CN)s] + 100 mM KCI y se midio el
respectivo VC. Posteriormente se adicionaron diferentes alicuotas de dispersion de células
HelLa a partir de una solucidbn de concentracién conocida (250000 células HelLa/mL).
Después de cada adicidén la solucidén fue agitada y luego de un tiempo de 3 minutos se
procedié a medir el VC. En la figura 86 se observan los VCs a diferentes concentraciones de

células Hel.a.
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Figura 86. (a) VCs de electrodos de grafeno NTP-AF a diferentes concentraciones de soluciones de
células Hela, (b) curva de calibracion corriente contra concentracién de células HelLa. Solucion
electroquimica compuesta de Ki[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100 mM. (Velocidad de barrido de 100 mV/s).

Con la dependencia de la corriente a diferentes concentraciones de células Hela se procedid
a construir la respectiva curva de calibracion corriente vs concentracién de células Hela,
esto se observa en la figura 86b. Se utilizaron dos electrodos en las mismas condiciones, en
la figura se observa claramente la dependencia de la corriente con la concentracion de las

células.

Para comprobar que realmente el efecto del bloqueo en la comunicacién electrénica entre la
solucién electroquimica y el electrodo es debido a la deteccion de las células cancerigenas
por parte del AF, se realizé un experimento a diferentes tiempos de inmersién fijjando una
concentracion de células HelLa de 2500 células HeLa/mL. Para esto se utilizd un electrodo
nuevo para cada experimento realizado a 10 min, 1 h, 5 h y 13 h. Los VCs se aprecian en la
figura 87.
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Figura 87. VCs de electrodos de grafeno NTP-AF para diferentes tiempos de inmersion y a una
concentracion fija de 2500 células HeLa/mL.

A medida que aumentaba el tiempo de inmersion del electrodo de grafeno NTP-AF en la
solucion de células Hela la intensidad de corriente disminuia gradualmente, este efecto se
aprecia mas claramente en la figura 88.
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Figura 88. Disminucién de la intensidad de corriente variando el tiempo de inmersion de los
electrodos de grafeno NTP-AF en una solucion de células HelLa 2500 células/mL.

Un efecto similar fue observado por Liu (Liu y col.,, 2007) quien utiliz6 un método
electroquimico usando electrodos de oro modificado con un conjugado nanoparticulas de
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oro-AF para la deteccion de células de cancer de ovario CHO-1. La disminucién exponencial
presentada por la corriente a medida que aumentaba el tiempo fue utilizada para escoger el
tiempo Optimo de inmersién para la deteccion de células CHO. En la figura 88 puede
observarse que luego de 1 hora de inmersion la intensidad de corriente disminuye
aproximadamente 300 pA. Sin embargo el tiempo 6ptimo escogido para la deteccion de las
células HelLa usando el electrodo de grafeno NTP-AF fue de 10 minutos o tiempos por
debajo, debido probablemente a que tiempos superiores a los 30 minutos podrian desorber el

conjugado NTP-AF de la superficie del electrodo.
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4.4. Conclusiones

Por medio de microscopia de fluorescencia y de microscopia SEM se caracterizaron los

electrodos de carbono, grafeno y oro modificados con NTP y con el conjugado NTP-AF.

La VC permitié caracterizar electroquimicamente los electrodos de oro, grafeno y carbono y
se concluye que el electrodo de grafeno modificado con NTP y NTP-AF exhibié la mejor
respuesta electroquimica. Los valores en la corriente de los picos anddicos soportan lo

mencionado anteriormente.

La estabilidad de los electrodos modificados con NTP y NTP-AF luego de 24 horas de
preparados exhibieron valores de corriente mas altos que los mostrados con los electrodos
luego de 1 hora de ser preparados, probablemente a una mejor adsorcion del conjugado

NTP-AF sobre la superficie de los electrodos.

La transferencia electronica entre la solucion electroactiva (Ks[Fe(CN)s] 10 mM + KCI 100
mM) y los electrodos fue mejorada debido a la presencia del conjugado NTP-AF sobre la
superficie del electrodo de grafeno. La disminuciéon en los valores de la corriente del
electrodo modificado en presencia de diferentes soluciones de RF (4-40 nm) fue utilizada
para preparar un biosensor para la deteccion de células cancerigenas del tipo HelLa. El limite

de deteccion alcanzado fue de 250 células HelLa/mL de solucion.

El biosensor es selectivo hacia RF y células conteniendo este tipo de receptores, esto se
demostré mediante experimentos control de soluciones de RF incubadas previamente con
exceso de AF (200 mM).

El electrodo de grafeno modificado con NTP-AF se convierte en una herramienta
electroquimica para potenciales aplicaciones en la deteccion de diferentes tipos de células
cancerigenas que sobre-expresan RF y mas importante aun podria ser utilizada en el

diagnodstico de enfermedades infecciosas como la leishmaniasis.
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Recomendaciones

Recomendaciones generales

1.

2.

3.

Se recomienda utilizar potencias de laser por encima de los 1000 mW, prolongar los
tiempos de irradiacion y modificar la longitud de onda incidente, parametros que
afectan la interaccion NTC radiacion que afectan el aumento de temperatura
localizado. Ademas se propone realizar experimentos utilizando tiempos mayores de
10 minutos pero aislando la dispersién NTC-AF en una chaqueta térmica para evitar

perdidas por intercambio de calor con el medio.

Se recomienda ensayar el electrodo de grafeno modificado con NTP/AF en células
infectadas con el parasito de la Leishmania y evaluar sus propiedades para asi ampliar

el uso practico del biosensor.

A pesar de que se realizaron experimentos control con RF bloqueados con AF en el
electrodo de grafeno modificado NTP/AF, se recomienda realizar experimentos de
control adicionales en células de mamiferos que no sobreexpresen RF para tener una

evaluacion completa de la selectividad del biosensor.
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ANEXO A

MODELO COMPUTACIONAL DE LA INTERACCION NANONOTUBO DE CARBONO-
ACIDO FOLICO

RESUMEN

Se estudid la interaccién entre el acido folico (AF) y nanotubos de carbono (NTC) de pared
simple utilizando tres métodos computacionales: ONIOM, DFT b31yp y una funcion base 6-
31g (d). Los calculos computacionales de la interaccion entre el AF y el NTC mostraron la
formacion de interacciones débiles del tipo puente de hidrégeno entre los hidrogenos de la

parte glutamica del AF y la nube de electrones © del NTC.

METODOLOGIA

Métodos computacionales

Las estructuras del AF y NTC fueron optimizadas utilizando el método hibrido oniom,
implementado en el paquete de gaussian 03. La capa interna se trabajoé con el método de la
teoria de los funcionales de la densidad (DFT) empleando un funcional de intercambio y
correlacion b3lyp y una funcién base 6-31g (d) y la capa externa con un método de la

mecanica molecular UFF.

Una vez optimizadas las estructuras del NTC y el AF se llevo a cabo la simulacion
computacional de la interaccion NTC-AF. Para esto se utilizé un NTC de pared simple de tipo
armchair (5,5) conteniendo 110 atomos de carbono y 10 atomos de hidrégeno terminales en

cada extremo del nanotubo y la estructura optimizada del AF.

La longitud de enlace C-C en el nanotubo fue de 1.42 A la cual corresponde a una

hibridacion tipo sp?.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras optimizadas del NTC (5,5) y el AF se pueden observar en la figura A1. Los
datos obtenidos de las distancias internucleares y la estructura del AF se pueden observar en

la tabla A1 y concuerdan con las reportadas por Bonechi y cols.

Figura Al. Estructuras energéticas mas estables del acido félico y del nanotubo de carbono
1. Acido félico

La estructura optimizada del AF se aprecia en la figura A1, en esta se puede observar como
la parte GLU y la parte PABA se encuentran en un mismo plano molecular. La porcion
glutdmica y tiene un angulo diedro con un valor de 175,8° (C13-C10-C7-C6) y el angulo
diedro de unién entre el GLU y el PABA tiene un valor de 187,7° (C6-N17-C19-C20).
Mientras, la porcién glutamica o se encuentra fuera del plano con un angulo diedro de 282,4°
(C4-C6-N17-C19). La identificacion de los carbonos e hidrogenos del AF puede apreciarse

en la figura A2.
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Figura A2. Estructura quimica del AF.

Por otro lado el anillo de la pteridina (PT) es perpendicular al PABA con un angulo de torsion
de 301,6° (C31-C30-C29-N28), ademas el angulo de torsiéon de la union entre el PT y el
PABA es planar (175,3° (C30-C29-N28-C25)). Aunque estos valores no han sido reportados
por la literatura, Bonechi y cols midi6 las distancias interatémicas (Ci-H;) del AF vy estas
concuerdan con los valores presentados (Tabla A1).

Tabla Al. Comparacién de las distancias internucleares Ci-Hj del AF con las distancias internucleares
de la literatura

Distancias Experimental® | Literatura?®
Internucleares Ci—Hj ® ®
C13-H11/ C13-H12 1.98 £ 0.16 213

C4-H5 216 +0.18 215

C19-H17 2.07+£0.17 2.08
C25-H26/ C25-H27 1.93+0.13 218 (2.17)

C24-H21/C23-H22 1.12+0.10 1.08
C20-H21/ C20-H22 2.02+0.12 2.18 (2.18)

#Bonecci
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2. Nanotubo de carbono-Acido félico

Para la simulacién de la interaccion entre el NTC-AF (figura A2), se considerd unicamente la
parte GLU y PABA del AF, con el fin de reducir la complejidad del sistema NTC-AF y a su vez
disminuir el tiempo de calculo, esta aproximacion se tuvo en cuenta ya que el anillo de la PT
del AF esta involucrado en la interaccidn con los receptores celulares, por tal razén la

interaccion con el NTC solo puede llevarse a cabo con el GLU.

Los parametros geométricos tales como las distancias y los angulos de enlace del NTC no se
ven afectados luego de la interaccion con el AF, esto se ve reflejado en la longitud de los
enlaces C-C antes y después de la interaccion con el AF cuyo valor en la distancia es de
1.43 A en ambos casos, lo cual probablemente se debe a las interacciones débiles entre el
AF y el NTC.

Por otro lado la estructura del AF antes y después de la interaccion con el NTC muestra
cambios notables en las distancias y los angulos de enlace de la parte GLU cuyos valores se

aprecian en la tabla A2.

Tabla A2. Comparacién de los angulos diedros del AF libre y AF conjugado con NTC

Angulo AF libre AF-NTC
) )
C13-C10-C7-C6 175,8 183,0
C6-N17-C19-C20 187,7 169,3
C4-C6-N17-C19 282,4 225,2
C4-C6-C7-C10 66,4 177,7
C7-C6-N17-C19 157,7 102,8
N17-C6-C4-02 62,6 167,2
(se rompe el puente de hidrogeno)
C7-C10-C13-015 180,1 130,1
C10-C13-015-H16 180,4 355,2
H5-C6-C7-C10 38,6 343,2

De acuerdo con la tabla A2 se observan notables variaciones en el angulo diedro del AF libre

y conjugado, tal es el caso del angulo formado por los atomos N17-C6-C4-02, en el AF libre

se aprecia la formacion de un puente de hidrogeno entre el 02 y el 014 (1,73 A), esta

interaccion se rompe cuando el AF esta en presencia del NTC (5,45 A), cuyo proton se
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orienta en una direccion para favorecer la interaccion con la estructura del NTC. La otra

variacion significativa se aprecia en los valores del angulo formado por H5-C6-C7-C10.

Figura A2. Modelamiento computacional de la interaccién entre el AF y el NTC
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PUBLICACIONES

1. Articulos

a. John J. Castillo, Leidy Novoa, Fernando Martinez O., Patricia Escobar. Nanotubos
de carbono-quitosano en células HOS y THP-1. Revista Salud UIS, 2011, 43: 21-
26.

Articulos Originales

Nanotubo de carbono-chitosan en células
HOS y THP-1
Nanotubos de carbono en células
Carbon nanotubes-chitosan in HOS and THP-1 cells
John Jairo Castillo Leon', Leidy Viviana Novea?, Fernando Martinez Ortega’, Patricia Lscobar Rivero®

RESUMEN

Introduccién: Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras nanométricas utilizadas en el tratamiento
de enfermedades, principalmente en la entrega de fairmacos para terapias en cancer. Objetive: Estudiar
la internalizacion de NTC acoplado a quitosan (NTC-Q) en células de osteosarcoma humano (HOS) y
monocitos humanos de leucemia aguda (THP-1). Materiales y métodos: Los NTC solubilizados con
quitosan 30% fueron caracterizados espectroscopicamente por UV-Vis, fluorescencia y Raman. Las
células HOS y THP-1 fueron tratadas con NTC-Q y se evalud la internalizacién por tincion de Giemsa en
microscopio de luz y la citotoxicidad utilizando la prueba Huorométrica de Azul de Alamar. Resultados:
Los espectros Raman y de tluorescencia mostraron la funcionalizacion de los NTC con quitosan. Los NTC
fueron internalizados por las lincas celulares después de 24 h mostrando una ubicacion citoplasmdtica
sin presentar citotoxicidad en ninguna de las células evaluadas. Discusion: Las caracteristicas
presentadas por los NTC-Q les brinda la posibilidad de ser utilizados como transportadores de farmacos.

Sadeed UTS 20115 43(1): 21-26
Palabras clave: Nanotubos de carbono, quitosan, internalizacion celular

ABSTRACT

Introduction: Carbon nanotubes (CNT) are nanometer-sized structures used in medicine in the treatment
of discases, mainly in drug delivery in therapies against cancer. Objective: To Study the internalization
of carbon nanotubes modified with chitosan (CNT-CH) in human osteosarcom cells (HOS) and human
monocytes of acute leukemia (THP1). Materials and methods: The CNTs solubilized in chitosan 30%
were characterized spectroscopically by UV-Vis, fluorescence and Raman. HOS cells and THP-1 were
treated with CNT-CH, the internalization was cvaluated by Giemsa staining with light microscopy, and
cytotoxicity was determined using Alamar Blue assay. Results: Raman and fluorescence spectra showed the
functionalization of the CNT with chitosan. After 24 h the NTC were internalized in the cell lines showing
a cytoplasmic location and were not eytotoxic in any of both cell lines types. Discussion: The properties of
CNT-CH on cells allowing it to be potentially used as drug carrier. Sadeed ULS 2011; 43(1): 21-26

Keywords: Carbon nanotubes, chitosan, cell internalization cells, macrophages
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of single-walled carbon nanotubes with quitosano and folic acid by two-dimensional
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nanotubes on cells infected with leishmaniasis. 1 Nano Today Conference,
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P8: NANOSYSTEMS FOR BIOLOGICAL AND MEDICAL APPLICATIONS

Phototoxic Effect of Functionalized Biological Nanotubes on Cells Infected with
Leishmaniasis

Jaime Castillo', John Castillo. Patricia Escobar’, Fernando Martinez’. Edgar Paez” and
Winnie Edith Svendsen’
' DTU Nanotech. Technical University of Denmark, Denmark
* Industrial University of Santander, Colombia

Leishmaniasis is a tropical endemic disease affecting around 88 countries. 72 of these
countries are classed as developing countries including 13 of the least developed
countries. An estimated of 12 millions humans are infected with an annual mortality of
60000. according to the World Health Organization (WHO). Presently non vaccine
against this disease is available. The traditional treatments for leishimaniasis involve toxic
drugs that are not completely efficient and generate life-threatening adverse side effects
such as cardiac arrhythmia. acute pancreatitis, gastrointestinal toxicity. hypokalemia
among others. Therefore, new efficient, low-cost and nontoxic alternative treatments are
urgently required.

This project offers an alternative method to selectively destroy the leishmania species.
More precisely we want to develop the transporting capabilities of different biological
nanotubes combined with functionalization chemistry in order to penetrate the cells and
deliver oxygen reactive species. The oxygen reactive species will be activate through
radio frequency radiation (RF) or near-infrared light (NIR) causing a localized phototoxic
effect that will destroy the leishmania parasite. We envision the use of biological
nanotubes that are non-toxic and at the same time have the capacity to transport,
selectively penetrate infected cells and deliver compounds that will destroy the parasite
causing leishmaniasis.

Results showing a method to manipulate in a controlled way the fabricated biological
nanotubes, the controlled fabrication of the bio nanotubes, the functionalization of the
nanotubes with fluorescent dyes and magnetic nanoparticles and the photodynamic
activity of some chemical compounds on the Leishmania parasite will be presented and
discussed. This method will open new exciting possibilities for the use of biological
nanotubes for drug delivery and the treatment of tropical diseases such as leishmaniasis
or Chaga’s disease.
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b. John J. Castillo, Juan Pablo Lépez N, Edgar Giovanny Villabona Leal, Fernando
Martinez O. Evaluacién del potencial z de soluciones acuosas de nanotubos de
carbono-quitosano. XXIX Congreso Latinoamericano de Quimica, Cartagena,
Colombia, 2010.
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EVALUACION DEL POTENCIAL Z DE SOLUCIONES ACUOSAS DE NANOTUBOS DE
CARBONO-CHITOSAN

John Castillo, Juan Pablo Lopez, Edgar Giovanny Villabona, Fernando Martinez O.
Centro de Investigaciéon en Catalisis
Universidad Industrial de Santander.

Palabras clave: Nanotubos de carbono, chitosan, potencial z.

Introduccidn. La afinidad de los nanotubos de carbono
(NTC) (hidrofébicos o hidrofilicos) modificades o no, es
de crucial importancia en aplicaciones biologicas (1).
Debido a la estructura grafeno (hidrofébica) de los NTC,
ellos son insolubles en agua. Un requisito importante
para aplicaciones biolégicas es su solubilidad en agua,
por ejemplo para utilizar los NTC como transportadores
de farmacos (1). La dispersion de NTC en agua puede
ser mejorada mediante un tratamiento oxidativo o usando
biomoléculas o surfactantes (2). En este trabajo se midio
el potencial zeta para evaluar la dispersion de NTC-
chitosan variando el pH y asi analizar la estabilidad de
las dispersiones, que permiten decidir su aplicacion en
medios biclogicos ya que se requiere un control sobre el
valor de pH.

Metodologia. Los nanotubos de carbono de pared
simple fueron solubilizados en una solucion acuosa de
chitosan con una concentracién de 12 ppm mediante
ultrasonido. La estabilidad del sistema se analizd
variando el pH entre 3 y 10, midiendo el potencial z de la
solucion. Las mediciones de potencial z se llevaron a
cabo en una celda tipo GT-2 y un Zeta-Meter System 3.0.
Las dispersiones se agitaron 10 minutos antes de cada
medicion.

Resultados y discusién. En la figura 1, se aprecia la
variacion del potencial z en funcion del pH de la solucion.
Sobre la superficie de los NTC se formé una doble capa
eléctrica debido a la carga positiva del chitosan
(catiénico), capa que previene la formacién de agregados
y estabiliza la dispersién (2). La densidad de carga sobre
la superficie de los NTC exhibié una dependencia del pH,
ver figura 1.

El punto isceléctrico (Pl) de la dispersién NTC-chitosan
se encontrd a un pH de 8.5. A partir de este valor de pH
los NTC precipitaron como se observa en la dispersion
de la solucion a pH 8.5 (figura 1). La baja solubilidad de
los NTC en el Pl es debido a la baja carga superficial
sobre los NTC, pues el chitosan de naturaleza catidnica
interacciona con los grupos OH’ del medio provocando la
precipitacién de los NTC. Cuando el pH vario entre 3y 7,
se observaron los valores mas altos del potencial z,

reflejandose en soluciones méas estables dado que no
precipitaron. La repulsién de cargas entre el chitosan y
los protones del medio evita la precipitacion de los NTC.

Fig. 1. Potencial z de dispersiones NTC-chitosan en funcion del
pH
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Conclusiones. Se observo que las dispersiones de NTC-
chitosan de mayor estabilidad se encontraron para los
valores de pH comprendidos entre 3 y 7.5. Este rango de
valores permite deducir las condiciones de la solucion del
NTC-chitosan para trabajar con los pH fisiologicos,
permitiendo utilizar las dispersiones de NTC en medios
biolégicos.
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CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE NANOTUBOS DE CARBONO
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Introduccion. Los nanotubos de carbono (NTC) son ' NIR 1220 Sn '
estructuras de tamafo nanométrico de forma cilindrica :ég gz-
33

que han sido utilizadas en campos como la medicina,
biologia y electronica (1). Dada su naturaleza hidrofobica
los NTC son insolubles en la mayoria de solventes. Un
requisito importante para aplicaciones bioldgicas es su
solubilidad en agua (2). La caracterizacion de los NTC
funcionalizados incluye técnicas microscopicas vy
espectroscopicas. El objetivo de este trabajo fue
funcionalizar NTC no covalentemente con chitosan para
mejorar su solubilidad en medio acuoso y caracterizar
espectroscopicamente los NTC funcionalizados. s

Mediante la espectroscopia Raman vy de flucrescencia se
evidencid la funcionalizacion no covalente de los
nanotubos de carbono (figura 2).

Fig. 2. Espectros Raman de NTC y NTC-chitosan y de
fluorescencia de chitosan y NTC-chitosan

Metodologia. Los nanotubos de carbono de pared
simple fueron solubilizados en una solucion acuosa de
chitosan mediante ultrasonido. El sistema obtenido fue
caracterizado UV-Vis, |R. cercano, espectroscopia |
Raman y fluorescencia. )

Resultados y discusion. Los nanotubos de carbono se
solubilizaron en chitosan figura 1(b). EI NTC
funcionalizado exhibid una banda a 265 nm (UV) y en el
infrarrojo cercano (NIR) presentd bandas comprendidas
entre 700-1000 nm y 1100-1300 nm tipicas de las
transiciones entre |la banda de valencia y la banda de
conduccion en el NTC, denominadas singularidades de
van Hove (tabla 1).

Fig. 1. NTC-chitosan (a) antes de sonicacion (b) después de

sonicacion y centrifugacion Conclusiones. Los NTC fueron solubles en chitosan lo
que los hace aptos para aplicaciones biologicas. La
caracterizacion espectroscopica permitid identificar las
bandas caracteristicas de los NTC y comprobé la
funcionalizacion no covalente de los NTC con el chitosan

Bibliografia.
1. Prato, M; Kostareles, K; Biance, A; (2007). Functionalized
Tabla 1. Tabla 1. Bandas UV-vis e infrarrojo cercano de NTC- carbon nanotubes in drug design and discovery. Acc. Chem.

chitosan Res. 41(1): 60-68.
2. Yu, J; Grossiord, N; Koning, C; Loos, J; {2007). Controlling
Banda (nm) Transicion the dispersion of multi-walled carbon nanotubes in aqueous
surfactant solution. Carbon. 45: 618-623.
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Palabras clave: Nanoesferas de péptidos, nanomedicina, farmacos.

Introduccidén. Para que un farmaco ejerza su efecto
terapéutico es importante que éste acceda
selectivamente a su blanco apropiado. Se han
desarrollado nanosistemas que sirven como vectores
tales como nanoliposomas, micelas, dendrimeros y
nanotubos de carbono. Uno de los problemas de algunos
nanosistemas sintéticos es su toxicidad y su poca
biocompatibilidad. Recientemente nanosistemas
biolégicos conocidos como nanoesferas de péptidos
(NEP) fueron sintetizados (2). Las NEP estan
constituidas por el dipéptido difenilglicina y se
autoensamblan espontdneamente por medio de
interacciones de van Der Waals y puentes de hidrogeno
(2). El objetivo de este trabajo fue preparar y caracterizar
espectroscépicamente (UV-Vis e IR) y
microscopicamente (SEM) las NEP para determinar las
condiciones fisicoquimicas necesarias e implementarlos
como potenciales vectores en la entrega de farmacos.

Metodologia. Se preparo una solucion stock conteniendo
difenilglicina disuelta en hexaflucropropancl a una
concentracion final de 10 mg/mL, luego esta solucién fue
llevada a una concentracion de 5 mg/mL con agua
destilada. Se tomaron espectros UV-Vis e infrarrojo (IR) y
se determind el tamafio de las NEP por analisis de
imagenes tomadas por microscopia de barrido
electronico (SEM).

Resultados y discusién. En la figura 1 se aprecian los
espectros UV-vis e IR. Las NEP presentan un pico de
méxima absorcién alrededor de 256 nm, el cual es
debido a la transicion electrénica - del grupo fenilo de
la difenilglicina, ademas segln el espectro de IR se
aprecia una banda entre 1500 y 1800 cm™,
correspondiente al grupo amido del enlace peptidico de
los aminoacidos. El hidrogeno libre del grupo amido es el
que se puede aprovechar para la funcionalizacion de
diferentes tipos de moléculas para utilizar las NEP como
transportadores de farmacos.

Fig. 1. Espectros (a) Uv-vis y (b) IR de NEP
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En la figura 2 se observa una fotografia SEM de una
muestra de NEP. Esta muestra fue analizada por medio
del software Image J, y luego de un andlisis estadistico
se determino el tamafic promedio del diametro de las
NEP. El tamafio promedio correspondiente a la poblacién
de NEP analizada fue de 200 nm aproximadamente. Este
tamafio los hace aptos para ingresar a la célula y llevar
consigo el farmaco que se desee anclar.

Fig. 2. Microscopia SEM de NEP y su histograma del analisis
de diametro

Conclusiones. La presencia de grupos funcionales
(amida) y el tamafio nanométrico de las NEP las
convierte en potenciales vehiculos para el transporte
localizado y selectivo de farmacos.

Bibliografia.

1. Prato, M; Kostarelos, K; Bianco, A; (2007). Functionalized
carbon nanotubes in drug design and discovery. Acc. Chem.
Res. 41(1): 60-68.

2. Reches, M; Gahid, E; (2006). Molecular self-assembly of
peptide nanostructures. Current Nanoscience. 2: 105-111.
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Monitoring the functionalization of single-walled carbon nanotubes
with chitosan and folic acid by two-dimensional diffusion-ordered NMR

spectroscopy
John Castillo

John J. Castillo1*, Mary H. Torres2, Daniel R. Molina 2, Jaime Castillo-Ledn3, Winnie E. Svendsen3, Patricia
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Guatiguara UIS Km 2 via Refugio, Piedecuesta, Colombia

Single walled carbon nanotubes (SWCNT) bioconjugates are being considered as one of the most promising
nanomaterials in the biomedicine field. The availability of a fast and reliable analytical technique to
evaluate the type of interaction in the functionalization of CNT is necessary. In this work a conjugate
between single-walled carbon nanotubes, chitosan and folic acid has been prepared. It was characterized
by diffusion ordered two-dimensional hydrogen-1 nuclear magnetic resonance and hydrogen-1 nuclear
magnetic resonance spectroscopy which revealed the presence of a conjugate that was generated by the
linkage between the carboxyl moiety of the folic acid and the amino group of the chitosan, which in turn
was non-covalently bound to the single-walled carbon nanotubes. The obtained diffusion coefficient values
demonstrated that free folic acid diffused more rapidly than the folic acid conjugated to single-walled
carbon nanotubes-chitosan. The values of the proton signal of hydrogen-1 nuclear magnetic resonance
spectroscopy and two-dimensional hydrogen-1 nuclear magnetic resonance spectroscopy further
confirmed that the folic acid was conjugated to the chitosan, wrapping the single-walled carbon nanotubes.

Keywords: single-walled carbon nanotube - folic acid; 2D-DOSY spectroscopy; diffusion coefficient.
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