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Resumen

Se describe métodos para la funcionalizacion covalente y no covalente de nanotubos de carbono de pared simple
(NTC) con 4cido folico, asi como su caracterizacion espectroscopica. La irradiacion de soluciones acuosas de NTC-
AF con IR genera un efecto de calentamiento dependiente de la concentracion, de la potencia del haz y del tipo de
interaccion acido folico-NTC; los experimentos de control indican que el aumento de la temperatura se debe solo
al NTC. Los estudios biolégicos preliminares indican una internalizacion del bioconjugado en células THP-1 y en
las infectadas con parasitos de Leishmania, observandose que el efecto térmico generado por la iluminacion con IR
puede disminuir la poblacion de las células infectadas.
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Photo-activation Heating of Carbon Nanotubes Functionalized with Folic Acid (NTC-AF)
Abstract

Methods for covalent and non-covalent functionalization of single-walled carbon nanotubes (CNTs) with folic
acid and their spectroscopic characterization are described. The irradiation of NTC-AF aqueous solutions with
IR generates a heating effect that it dependent on the concentration of solution, the beam power and the type of
interaction between folic acid and NTC. The control experiments show that the increase in temperature is only
due to NTC. Preliminary biological studies indicate an internalization of the bioconjugate in THP-1 and infected
cells with Leishmania parasites, showing that the thermal effect generated by the IR illumination can reduce the

population of infected cells.
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Introduccion

La sintesis controlada de materiales ha permitido la aplica-
cién de nanomateriales bioconjugados para el desarrollo de
terapias alternativas a los tratamientos tradicionales usados
en medicina en su lucha contra el cancer o en las células
infectadas con parasitos (Tong R. et al, 2013). Por ejemplo,
la ablacion térmica se presenta cuando las células se calientan
por encima de un umbral de temperatura, tipicamente 55°C
(Nikfarjam M. et al, 2005). Lo cual induce a una necrosis
coagulativa, una forma de muerte celular que implica la
desnaturalizacion de las proteinas y la lisis de la membrana
(Hildebrandt B. et al, 2002). Este efecto térmico localizado
se puede generar por la interaccion de las nanoparticulas con
la radiacién IR o de radiofrecuencia (Gannon et al., 2007;
Manthe R. et al, 2010).

Se ha demostrado que cuando los nanotubos de carbono (NTC)
son expuestos a luz del infrarrojo cercano (NIR) en el rango
de 700 a 1100 nm, la cual es bioldégicamente transparente,
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pueden inducir la destruccion térmica de las células cance-
rosas tanto in vitro como in vivo. (Levi-Polyachenko N.,
et al, 2009; Fisher J. et al, 2010; Burlaka A. et al, 2010;
Moon H., et al, 2009). Los NTC tienen la ventaja sobre otros
nanomateriales, ya que pueden lograr la destruccion térmica
de tumores, usando dosis hasta 10 veces mas bajas y con una
potencia de radiacion hasta 3 veces menores (Robinson J.
et all, 2010).

Los NTC de pared simple, presentan propiedades fisico-
quimicas Unicas, emiten calor cuando absorben energia por
radiacion en el infrarrojo cercano (NIR). Los tejidos son
relativamente transparentes a los rayos NIR, esto sugiere
que la ablacién térmica de un tumor se puede lograr con el
ingreso de los NTC en las células tumorales y su exposicion
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no invasiva a la luz NIR (Chakravarty P. et al, 2008). Los
NCT liberan una apreciable cantidad de energia vibracional
después de su exposicion a la radiacion NIR (Robinson J.
T. et al, 2010), la cual dentro de un tejido produce un calen-
tamiento localizado, que puede ser aprovechado para producir
ablacion térmica. (Levi-Polyachenko N. et al, 2009).

La propiedad de los NTC para convertir la luz del infrarrojo
cercano (NIR) en calor, proporciona una oportunidad para
preparar una nueva generacion de materiales inmuno-
conjugados contra el cancer mediante una fototerapia con
un alto rendimiento y eficiencia. Ademas, la hipertermia se
ha usado clinicamente en el tratamiento de tumores, ya que
puede aumentar la citotoxicidad sinérgicamente cuando se
combina con la quimioterapia o la radioterapia (Kosuge H.
et al, 2012; Chou H.-T. et al, 2013). La hipertermia puede
aumentar selectivamente la permeabilidad de la vasculatura
tumoral en comparacion con la vasculatura normal, lo que
puede mejorar el ingreso de medicamentos en los tumores
(Kosuge H., et al, 2012).

En consecuencia los efectos térmicos generados por NTC
pueden tener ventajas terapéuticas importantes, ya que estudios
farmaco-cinéticos han observado que los NTC internalizados
en ratones por diferentes procedimientos no generan efectos
toxicos (Robinson J. T. et al, 2010)

El uso de nanoestructuras como nanocapsulas de oro 6 NTC
(Wang H. et al, 2013), en las células cancerigenas con el
objeto de destruirlas mediante la ablacion térmica esta siendo
investigado por varios grupos (Loo C. et al, 2005; Huang
X. et al, 2006; Gannon et al. 2007; Y. Hashida, 2014). El
uso de la radiacion IR (700 - 1100-nm) para la induccion
de la hipertermia es particularmente atractiva porque los
tejidos vivos no absorben fuertemente en este rango y la luz
NIR externa puede penetrar el tejido normal sin problemas
y permitir la ablacion de las células en las cuales se hallan
los NTC. Un aspecto que se debe considerar en la ablacion
térmica selectiva de células mediada por NTC es permitir
su internalizacion selectiva mediante “anclas” que orienten
su ingreso sin que interfieran con las propiedades dpticas
de los NTC. El ingreso selectivo de los NTC en las células
tumorales puede lograrse mediante el anclaje de los mismos
con ligandos que faciliten el reconocimiento celular tales
como péptidos y anticuerpos, entre otros (Burkea A. et al,
2008; Zhao D. et al, 2011; Elhissi A. M. A. et al, 2012).

Se ha observado que la quimica de la superficie de los nano-
tubos es critica para su comportamiento in vivo, lo cual
probablemente se aplica a la mayoria de los nanomateriales
con fines biologicos. El cardcter hidréfobo de los NTC no
permite su union a especies biologicas. Esta hidro fobicidad
tiene que bloquearse mediante una funcionalizacion quimica
adecuada tal como se ha propuesto el recubrimiento de
NTC con PEG convirtiéndolos en inertes bioldgicamente
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y asi permitiendo su circulacion prolongada en el torrente
sanguineo, baja captacion y una liberacion relativamente
rapida de los organos y excrecion del cuerpo (Liu Z. 2008;
Robinson J.T. et al, 2010; Zhou E.F. et al, 2011).

Uno de los requisitos fundamentales para lograr la aplica-
cion bioldgica de los NTC es la posibilidad de modificar
quimicamente la superficie en un proceso conocido como
funcionalizacion. La funcionalizaciéon de los NTC con
biomoléculas (ADN, anticuerpos, proteinas, péptidos y
enzimas) asi como otras nanoparticulas tales como oro y
plata, polimeros, liposomas y nanotubos bioldgicos 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 (Vardharajula S. et al, 2012; Chen
H. et al, 2014).

El 4cido folico (AF) es una de las biomoléculas mas utilizadas
en aplicaciones biomédicas, ha sido utilizada como blanco
estratégico en la deteccion, diagndstico y tratamiento de
enfermedades como el cancer (Bandara N. A. et al, 2014;
Boca-Farcau S.et al, 2014), debido a la sobreexpresion de
receptores de folato observadas en células cancerigenas y en
algunos casos en la células infectadas con Leishmania (Novoa
L. V.,2012; Castillo J. J. et al, 2013). Son pocos los estudios
relacionados con la utilizacion de NTC funcionalizados con
AF para permitir el ingreso selectivo de las nanoparticulas
en células enfermas o infectadas con pardsitos como la leish-
maniay menos comun, estudios relacionados con la deteccion
de células cancerigenas utilizando nanotubos bioldgicos
funcionalizados con AF (Castillo J. J., 2012; Graham E. G.
et al, 2013; Niu L. et al, 2013; Zhang Y L. X, et al, 2013).

En el presente trabajo se describen algunos procedimientos
que permiten la funcionalizacion de los nanotubos de carbono
de pared simple (NTC) con acido foélico (AF), su caracte-
rizacion y evaluacion del efecto térmico al ser irradiados
con radiacion IR, con el fin de destruir células cancerosas o
infectadas con parasitos, por ablacion térmica y por ingreso
selectivo de los NTC-AF.

Parte experimental
Materiales

Los NTC,NTC-COOH de pared simple (pureza >90% (base
de carbono), DXL 4-6 nmx0,7-1,0 um) y el acido folico,
AF, (pureza >97%) fueron adquiridos comercialmente
(Sigma, Aldrich USA) y los otros reactivos usados fueron
de grado analitico.

Funcionalizacién de Nanotubos de Carbono con Acido
Folico: NTC-AF

Para realizar la funcionalizacion de los NTC con el AF se
usaron métodos de preparacion covalente y no covalente a

153



Martinez O. F

temperatura ambiente. En el caso de la union no covalente del
AF al nanotubo se hizo simplemente mediante la sonicacion
de los dos compuestos sin el uso de una molécula enlazante
al NTC. Para la union covalente NTC-AF se llevd a cabo
usando como [inker una carbodiimida. Adicionalmente, se
usaron NTC carboxilados que activaron mediante la N,N'-
diciclohexilcarbodiimida, facilitando la formacion de un
enlace amida que posteriormente permite la formacion del
enlace amida con la etilendiamina y luego con el AF.

Funcionalizacion no covalente de NTC con AF

En este caso se requiere realizar la dispersion del NTC,
para tal efecto se tomd un recipiente de vidrio de 50 mL
para depositar 5 mg de NTC y luego se agregd 5 mL de una
solucion ligeramente basica (pH 9) de AF, la cual se preparo
previamente mezclando 6.5 mg de AF y 10 mL de NaOH 1
M, luego se afor6 a un volumen de 25 mL con agua destilada
[Castillo J. J. et al, 2012].

La mezcla NTC-AF se agitd durante 5 minutos y luego se
sonico durante 20 minutos en una bafio termostatado a 15°C.
Posteriormente la solucion se centrifugd a 12000 rpm durante
20 min, el sobrenadante fue separado. Finalmente la solucion
fue dializada tres veces con agua destilada para eliminar el
exceso de AF que no reacciond. El esquema de preparacion
usado se indica en la siguiente figura 1.

Adicionalmente, se realizo un estudio tedrico de este sistema
mediante un método hibrido de calculo (N-Integrated
Orbital Molecular y Molecular Mechanics (B3LYP (6-31G
(d): UFF)). Los resultados confirmaron que la interaccion se

(o]
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produce a través de puentes de hidrégeno entre los protones
del fragmento glutdmico del AF y los electrones p del NTC
(Rozo C. et al, 2013).

Funcionalizacion covalente de NTC con AF

En una primera etapa se realizo la preparacion del conjugado
formado entre los nanotubos de pared simple de carbono,
chitosan y acido folico, siguiendo el procedimiento descrito
por Castillo (Castillo J. J., et al, 2012).

Preparacion del conjugado nanotubo de carbono chitosan
y acido félico: NTC-chitosan y NTC-AF

En un frasco de vidrio se sonicaron 5 mg de NTC con una
solucion acuosa de chitosan (pureza <75%) (30 % p/v)
durante 1 hora. Luego, la solucién fue centrifugada a 2800
rpm durante 20 minutos; el sobrenadante se recogid y se
separ6 cuidadosamente del s6lido remanente y la solucion de
NTC se almacend a4°C, lase usa luego en la funcionalizacion
con el AF.

La adicion del AF al sistema NTC-chitosan se realizé
mediante una metodologia similar a la propuesta por Kam
(Kang B. et al. 2009), una mezcla de solucion acuosa
NTC-chitosan (5 mL) con una soluciéon 3.5 mM de EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida)) se agito
magnéticamente a temperatura ambiente (25°C) durante 12
horas, protegiendo la mezcla de la luz. Posteriormente, a la
anterior mezcla se le adicion6 500 pL de una solucion acuosa
(2.5 mM) de AF ligeramente basica. La mezcla se dejo en
agitacion durante la noche y luego fue dializada tres veces

ultrasonido

Centrifugacion
12000 rpm/20 min

Figura 1. Esquema de la funcionalizacion no covalente de NTC-AF (Castillo J.J.,et al 2011).
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con una soluciéon tampdén de fosfato (pH 7.0) usando una
membrana de dialisis (tamafio de poro 10000) para remover
el exceso de AF y EDC. La estabilidad del conjugado se
sigui6 mediante la medicion del potencial zeta de la solucion,
la cual se almaceno a 4°C para su caracterizacion (Castillo J.
J., et al, 2012).

Funcionalizacion covalente del nanotubo de carbono
carboxilado (NTC-COOH) con acido félico

El anclaje del AF al NTC-COOH no se realizo directamente
por el grupo amino presente en el acido AF, debido a que
este grupo tiene su par electronico comprometido en la
aromaticidad de la pterina, haciéndolo menos reactivo y
dificultando el ataque nucleofilico por parte de este grupo. Se
decidi6 realizar un procedimiento usado para la aminacion
de la lipasa B de la Candida antartica (Galvis, M., et al.
2012), usando la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (EDAC)
como agente de activacion de los grupos carboxilicos pre-
sentes en la superficie de los NTC-COOH, esta permite el
ataque nucleofilico de uno de los grupos amino de la EDAC,
formando un enlace amida y dejando libre un grupo amino
primario que actua como nucleofilo y facilita el ataque
a uno de los grupos carboxilo del AF, permitiendo asi la
funcionalizacion covalente del AF al NTC (Ayala B. E. et al
2013). En la figura 2 se indica el esquema de reaccion usado.

En un tubo de Falcon se mezclan 5 mg de NTC-COOH
con 15 mL de acetonitrilo y se sonicaron durante 20 min
a temperatura ambiente de (25 °C). Este procedimiento se

Figura 2. Esquema de la funcionalizacion covalente de NTC-AF
(Ayala B. E. et al, 2013)
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repitio modificando el solvente (DMF, agua-acetonitrilo).
Ademas para cada funcionalizacién obtenida (NTC-EDA
(Etilendiamina) y NTC-AF) se realiz6 una dispersion en
cada uno de los solventes mencionados.

Funcionalizacion covalente de NTC-COOH con Etil-
endiamina (NTC-EDA).

En un vaso de vidrio se mezclaron 20 mg de NTC-COOH y
una solucion acuosa de EDA. La Solucion de EDA se prepard
previamente, tomando 1.3 mL de EDA (1M) y aforando a 20
mL (pH 4.75) y 2 mg de EDAC (10mM), en un bafio de hielo
con agitacion magnética constante durante 1 hora. Luego, se
centrifugd lamezcla a 14000 rpm, extrayendo el sobrenadante,
lavando con agua destilada para eliminar el exceso de EDA
que no reacciond y finalmente el sélido obtenido se secd a
temperatura ambiente (25 °C) (Ayala B. E. et al, 2013).

Funcionalizacién covalente de NTC-EDA con Acido Folico.

En un vaso de vidrio se prepar6 una solucion de AF (10
mg) en 22 mL de una solucion tampon de fosfato (25 mM,;
pH 4.75). Luego se adiciond 42 mg de EDAC y 10 mg de
NTC-EDA, con agitacion magnética constante durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla
se centrifugd a 14000 rpm, extrayendo el sobrenadante y
lavando con agua destilada para eliminar el exceso de AF
que no reacciond. El solido obtenido se secd a temperatura
ambiente (25 °C) (Ayala B. E. et al, 2013).

Resultados y discusion
Caracterizacion

Analisis del NTC-AF (no covalente)
Espectroscopia de UV-Vis

La funcionalizacién no covalente de los NTC con el AF se
evidencié mediante el espectro UV-Vis, en el cual se observan
tres bandas de absorcidon que corresponden respectivamente
a la banda de absorcion de la estructura tubular de los NTC
(265 nm) y dos bandas adicionales asociadas al AF, 282 y
364 nm, ver figura 3.

Espectroscopia de Fluorescencia

La asociacion AF-NTC se analizd por medio del espectro
de fluorescencia al excitar la solucion con una longitud de
onda de 364 nm, en el espectro de emision se observo una
disminucién de la emision de fluorescencia del AF en alre-
dedor de 475 nm, en la cual la intensidad de la fluorescencia
del AF libre y su conjugado con los NTC es muy diferente,
ver figura 4. Este efecto de apagamiento de una molécula
en presencia de los NTC se atribuye a mecanismos de
transferencia electronica (Cho E. S. et al, 2008).

El efecto de apagamiento del AF por los NTC puede ser un
indicio de la interaccion AF-NTC para formar el respec-
tivo conjugado.
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Figura 3. Espectro UV-Vis NTC-AF, el espectro se tomo después

de lavar y centrifugar el conjugado con agua destilada, para eliminar
el exceso de AF.
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Figura 4. Espectros de emision de AF libre y conjugado a los NTC
(A, = 364 nm).

Espectroscopia Raman

El espectro Raman del NTC permite ver la modificacion de
los modos vibracionales por efecto de la funcionalizacion
del NTC (Koh B., et al, 2011). Se identifica que la zona
comprendida entre 200 y 300 cm™ se presenta los modos
de respiracion radial conocidos como RBM (Radial Modes
Breathing, siglas en ingles), los cuales presentan una
relaciéon inversa con el didmetro del nanotubo y son utiles
para evidenciar la funcionalizacion de los NTC. Ademas, la
presencia de una banda intensa en 1589 ¢cm™, conocida como
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la banda G, esta asociada a las vibraciones tangenciales de
los NTC. Las otras dos bandas caracteristicas son las bandas
D (desorden inducido) y G ubicadas a 1300 cm™ y 2600 cm'!
respectivamente, bandas asociadas a la estructura electronica
y fondnica de los NTC (Dresselhauss M., et al, 2002; Jinno
M., et al, 2006).

Se ha propuesto que para evidenciar el grado de funcio-
nalizacion de los NTC con alcanos lineales se analice la
intensidad de la banda RBM. En nuestro caso, en el NTC
funcionalizado con AF se observd un cambio de la intensidad
de la banda a 270 cm™. La figura 5 compara los espectros
Raman del NTC y NTC-AF. Se observa una disminucioén
en la intensidad de los NTC-AF, asociada a la presencia del
AF en el NTC, la cual afecta los modos de vibracion RBM,
afectando principalmente vibracion radial en la (“respiracion”
del NTC). Este fenomeno ha sido observado por otros autores
y ha permitido realizar un seguimiento de la funcionalizacion
de NTC (Kim U., et al, 2005).

Las bandas G y D, ademas se han usado para la caracte-
rizacion de la funcionalizacion del NTC con AF, mediante
la relacion de intensidades de las bandas G y D. Cuando el
valor de la relacion de intensidades se aproxima a 1, significa
que un gran nimero de defectos superficiales estan en la
superficie del nanotubo. La figura 6, se indica las bandas
de los espectros Raman de los NTC (I,=2219/1,=11900)
y NTC-AF (I,=2220/1,=10121), para estimar la relacion
de intensidades.

La leve diferencia de las relaciones de las intensidades
observadas para NTC y NTC-AF, indica una interaccion
débil, asociada a la interaccion no covalente entre el AF y el
NTC. En el trabajo desarrollado por Castillo (Castillo J. J.,

40004 N1car
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1000 +
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100 150 200 250 300 350
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 5. Comparacion de los modos de vibracion RBM del NTC
y NTC-AF (no covalente).
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Figura 6. Espectros Raman de NTC y NTC-AF (no covalente).

2013) se ha realizado un estudio mas detallado del sistema
NTC-AF, incluyendo su excitacion mediante dos laser (532
y 785 nm), observando que la excitacion con el laser de 785
nm presentod una mejor resolucion de sus picos.

Analisis del conjugado NTC-chitosan-AF
Espectroscopia UV-vis

El analisis por espectroscopia UV/Vis, indicé que los NTC se
solubilizan en la solucion acuosa de chitosan. En el espectro
aparece una banda de absorcion a 265 nm, caracteristica de
los fonones resonantes y de las transiciones electronicas de
los electrones p presentes en la estructura del NTC, ver figura
7, banda que ha sido observada por otros trabajos (Attal S.,
et al, 2000).

El espectro UV-vis no muestra ninguna sefial relacionada con
el chitosan. Adicionalmente, en la region de 500-800 nm, se
aprecian varios picos asociados a las singularidades de van
Hove pertenecientes a (750 nm) £, de los NTC (Attal S. et
al, 2006), indicio asociado a su dispersion.

Espectroscopia de Fluorescencia

En el espectro de fluorescencia del bioconjugado, se observo
un apagamiento de la fluorescencia del chitosan dado a su
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interaccion con el NTC. La banda de 418 nm en el espectro
de emision del chitosan desaparece casi en su totalidad del
sistema NTC-chitosan. Esto nos induce a indicar que ocurre
una interaccion molecular entre el chitosan y el NTC, la cual
genera el efecto de apagamiento del chitosan (Ahmad A., et
al. 2009), ver figura 8.

Espectroscopia Raman

El espectro Raman permite observar evidencias acerca de la
interacion del chitosan al NTC. En la figura 9 se indican los
espectros del NTC antes y después de su funcionalizacion
con el chitosan. La presencia de algunas de las vibraciones
caracteristicas del NTC antes y después de su interaccion con
el chitosan (Castillo J. J., 2013), estan en concordancia con
los resultados de la literatura (Dresselhauss M. et al., 2002).
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Figura 7. Espectro UV-vis de NTC-chitosan.
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Figura 8. Espectro de emision del chitosan y del chitosan conjugado
aNTC.
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Figura 9. Espectro Raman de (a) nanotubos de carbono y (b) nanotubos de carbono-chitosan (Castillo, John, 2013).

Se aprecia una modificacion de las bandas G y G” (asociadas
a la hibridacion sp? del doble enlace) que corresponden
a la vibracion fundamental (primer orden) de elongacion
tangencial y un sobretono de segundo orden ubicados a
1500 y 1650 cm™ respectivamente. Igualmente, se observa
la banda D en ambos espectros, ubicada entre 1250 y 1400
cm’!, banda conocida de desorden inducido y se asocia a la
presencia de defectos en el NTC por interaccion, que en este
caso es extremadamente débil.

Se estimo adicionalmente un cambio en la relacion de inten-
sidades de labanda D y G de 0.0637 a 0.096 para ¢l NTC sin 'y
con chitosan respectivamente, evidenciando una interaccion
del chitosan con el NTC. (Castillo et al., 2012).

Espectroscopia Resonancia Magnética Nuclear

Para evidenciar la funcionalizacion de los NTC con el AF
mediante la preparacion del conjugado NTC-chitosan-AF,
se realizd un andlisis de RMN bidimensional (DOSY),
técnica llamada cromatografia de RMN, usada para separar
los componentes de una mezcla compleja (Marega R et
al., 2010). El espectro se midi6é disolviendo 400 pL de
la muestra en 100 pL de agua deuterada (D,0) y en el
experimento DOSY se utilizé6 un gradiente pulsado por
medio de una secuencia programada (pulso ledbpgp2s,
Bruker), por cada gradiente se utilizaron 32 barridos y
un tiempo de difusion 0.05 s. Todos los experimentos
fueron realizados a 298 K. Los espectros se midieron en
un espectrometro de 400 MHz (Bruker Avance III) y se
analizaron con el software Topspin 2.1.

Los respectivos espectros 'H-RMN de la carbodiimida, AF
libre, chitosan y conjugado NTC-chitosn-AF se indican
en la figura 10. Se evidencia en los espectros las senales
correspondientes del chitosan, AF y el conjugado.
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En el espectro la sefal intensa a 1.90 ppm se asigna a los
protones metilicos de la isourea, formada como producto
secundario de la reaccion chitosan y AF. Las otras sefales
protonicas 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 protén de la parte pteridina del folato.

Adicionalmente, se observa un desplazamiento a campo alto
de los protones aromaticos del AF conjugado comparado con
las senales del AF libre, sefiales 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 esta asociado al efecto protector de los
electrones © de los NTC, los cuales inducen una corriente
y un campo magnético opuesta a la direccion del campo
aplicado, generando un efecto protector y asi desplaza las
sefales del AF hacia campo alto.

La determinacion del coeficiente de difusion mediante un
experimento de RMN-DOSY de NTC y NTC-AF, permite
evidencias acerca de la interaccion del AF al NTC (Marega
R., 2010). A partir del espectro medido por el 2D DOSY-
RMN, se calcula el log natural de los coeficientes de difu-
sion, cuyos detalles son indicados en el trabajo doctoral de
John Castillo (Castillo J. J., 2013). El valor estimado de
los coeficientes de difusion evidencian que la difusion del
AF cambia notoriamente, observando una difusion muy
rapida para el AF libre, asociado a su menor tamaiio, que
cuando el AF esta conjugado al NTC, donde por su mayor
tamafio, se difunde a una menor velocidad, estos resultados
evidencian la formacion del sistema bioconjugado: NTC-AF.
Este analisis DOSY permite sugerir que puede ser utilizado
como una herramienta para la obtener informacion acerca de
la funcionalizacion de nanoestructuras de diferente origen.
(Cohen Y., et al., 2005).
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Figura 10. Espectros de RMN: a) carbodiimida (EDC), b) AF, c) chitosan and d) NTC-AF, (Castillo et al., 2012).

Analisis del NTC-AF (covalente)
Espectroscopia UV-VIS

El analisis por UV-Vis, permiti¢ realizar un seguimiento
de los intermediarios formados durante el proceso de la
funcionalizacion covalente. En la figura 11a, se indican los
espectros medidos, la etilendiamina presenta un pico de
maxima absorcion en 275 nm, caracteristica de los pares
electronicos de los atomos dadores del nitrégeno y una
transicion n-o* propia de los compuestos que contienen
heteroatomos. En el caso del AF se presentan dos bandas de
absorcion en 281 nm (n-7*) y 345 nm (efecto batocromico
asociado a las transiciones n-n* y n-m *).

En el caso de los espectros del NTC-COOH (negro) y las
respectivas modificaciones del grupo carboxilico: NTC-EDA
(rojo) y NTC-AF (azul), ver figura 11b, en estos ultimos se
evidencian pequefios corrimientos de las posiciones de las
bandas asociadas a los precursores, debido a la presencia del
grupo carbonilo en NTC, y se aprecia ademas, las senales
muy débiles (500 - 800 nm) asociadas al NTC.

Espectroscopia de Fluorescencia

El analisis de fluorescencia UV-Vis realizado a NTC y
NTC-EDA, dispersos en agua, se observa una disminucion
de la intensidad de la banda en el intervalo de 360-550 nm
cuando la EDA se asocia al NTC, este apagamiento se debe
al efecto desactivante del NTC (Wadzanai, C., Tebello, N.,
2010). Adicionalmente, se mantiene la banda de absorcion
en 310 nm debido a la insaturacién del grupo carbonilo
(C=0) y formacion del grupo amida con la etilendiamina,
ver figura 12.

En el caso de la fluorescencia del sistema NTC-AF, se observa
un cambio en el espectro, se da un aumento de la intensidad
de la banda del AF cuando interacciona con el NTC. En este
caso el AF no se encuentra unido directamente al NTC, lo
cual podria explicar la ausencia del efecto de apagamiento
asociada a la interaccion directa con el NTC, ver figura 13.

Dado a la ausencia de un efecto de apagamiento de la fluo-
rescencia, evidencia que el método de preparacion conduce
a una interaccion diferente, quizas covalente, del AF con los
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Figura 11. Espectros UV-Vis del NTC modificado. a) Precursores
EDA (disuelto en agua) y AF (disuelto en acetonitrilo b) Los sistema
NTC-COOH, NTC-EDA y NTC-AF, dispersos en acetonitrilo.
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Figura 12. Espectros de Fluorescencia de la etilendiamina y
el NTC-EDA dispersos en agua, para una longitud de onda de
excitacion de 281 nm.

NTC, que cuando se realiza la sonicacion directa entre el
AF y NTC que conduce a una funcionalizacion no covalente
y donde se observa un apagamiento de la intensidad. La
literatura lo explica mediante un mecanismo de desactivacion
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Figura 13. Espectros de Fluorescencia del AF y el NTC-AF
dispersos en acetonitrilo.

de la energia colisional o transferencia Dexter, fendémeno de
muy corto alcance, disminuye con la distancia de separacion
(e®) y depende del solapamiento entre los orbitales mole-
culares de las dos especies (NTC y AF).

Espectroscopia Infrarroja

Al realizar un analisis por espectroscopia IR/ATR de cada
uno de los productos CNT-EDA y CNT-AF, ver figura 14, se
observa la presencia de las bandas vibracionales asociadas
a cada uno de los grupos funcionales (EDA y AF) de las
moléculas que funcionalizan el NTC. En la tabla 1 se resumen
las bandas mas caracteristicas de los sistemas mencionados
(Ayala B. E. et al., 2013).

Al modificar los grupos superficiales COOH con la EDA, se
observa las vibraciones correspondientes a la amida primaria
(3321, 2921.17 y 2846.34 cm™) que se correlacionan con
las bandas I (C=0, 1620.16 cm-1) y II (1568.39 cm-1) de
una amida, lo cual evidencia la modificacion de los grupos
carboxilicos del NTC. En el caso de la preparacion del
sistema NTC-AF, se observa en la region (1700-1110 cm™)
la presencia de las vibraciones asociadas al acido folico, que
evidencia su interaccion con el anillo. Las investigaciones
realizadas acerca de la funcionalizacion de los NTC, resalta
el hecho de aportar evidencias experimentales acerca de la
funcionalizacion de los NTC (Nelson D. J. and Kumar
R.,2013).

Estudio de la distribucion del tamafio de particula

Se puedo observar un cambio en el tamafio medio de las
particulas tanto de los intermediarios como del producto final
al realizar una medicion del potencial Z de las soluciones. Se
evidencia un aumento del tamafio a medida que se adicionan
los grupos al NTC, resultando un mayor tamafio medio para
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Figura 14. Espectro IR de (a) NTC-COOH, (b) NTC-EDA y (¢)
NTC-AF.

las particulas de NTC-AF. Este crecimiento puede estar
asociado al tamafio del AF, el cual es mayor con respecto al
EDA 6 al COOH, como se indica en la tabla 2.

Teniendo en cuenta que la técnica supone que las particulas
son esféricas, aqui se asume que el diametro indicado para la
esfera, corresponde a la longitud del NTC.

Fotoactivacion de Nano Tubos de Carbono funcionalizados

Mediante la microscopia de fuerza atémica, se evidencio una
modificacion del tamafio del tubo, debido a la interaccidon
(covalente y no covalente) del AF con el NTC, observandose
que las moléculas de AF envuelven la estructura del NTC,
resultados que se indican en la investigacion de Castillo et al.
(Castillo J. J., 2013).

Evaluacion del efecto térmico del sistema NTC-AF (no
covalente)

Se ha indicado que la funcionalizacion de los NTC con
AF podria mejorar su internalizacion celular, facilitando el
transporte de farmacos o como agente generador de calor
local. Luego al irradiar las células enfermas con radiacion
IRC se generara un efecto térmico letal. Son pocos los
estudios publicados acerca de la preparacion del sistema
NTC-AF. Aqui se indicaran algunos de los resultados obte-
nidos al irradiar el NTC-AF (covalente y no covalente).

Se prepararon soluciones acuosas de NTC-AF (0.125-
0.500 mg/mL) bajo condiciones de esterilidad, las cuales se
irradiaron durante 10 minutos mediante un laser (ThorLabs,
808 nm) controlando la temperatura y la potencia (200, 400
y 600 mW).

Calentamiento de los NTC-AF en sistemas acuosos

Se realizaron curvas de calentamiento para cada concentracion
y potencia, se determind la velocidad de calentamiento en
°C/s en la solucion mediante un termoémetro electronico de
sonda metalica. Ademas, se hizo un experimento control
usando Unicamente agua, con una potencia de 600 mW.
Se observo que el calentamiento de la solucion se debe a
los NTC, ya que en el agua no se presentd aumento de la
temperatura en ausencia de NTC.

En la figura 15 se indican las curvas de calentamiento
medidas durante 10 min de irradiacion para tres soluciones
con diferente concentracion de NTC-AF y modificando la
potencia del diodo laser. Se determin6 que 10 min era sufi-
ciente para alcanzar los valores mas altos de temperatura,
para tiempos superiores de irradiacion se observaba una
disminucion de la misma

La irradiacion de las soluciones de NTC-AF produce un
incremento de la temperatura y se observa un incremento
significativo de la misma durante los 5 primeros minutos.
Adicionalmente, se observa un aumento de la temperatura
al modificar la concentracion de la solucion asi como la
potencia de irradiacion. Se alcanzo6 un valor de 43.8°C con
una potencia de 600 mW (0.5 mg/mL). Valores similares han
sido indicados por Hussain. [Hussain S., et al, 2011], con
valores de 44°C durante 4 minutos de irradiaciéon usando
un laser con una potencia de 4.5 W. Las diferencias de
temperatura se han atribuido a las condiciones usadas y al
tipo de NTC empleado en ese caso (Madani S., et al., 2012).
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Tabla 1. Bandas caracteristicas del espectro IR* del sistema NTC-X.

Rev. Acad. Colomb. Cienc. 38(Supl.):152-66, 2014

Tipo de vibracion

Numero de onda (cm™)

NTC-COOH
Alargamiento del O-H 3743
Alargamiento N-H
Alargamiento C-H aromatico 3010
Alargamiento C-H alifético
Alargamiento C=0 1700
Alargamiento C=C aromatico 1541y 1517
Alargamiento C=N aromatico
alargamiento asimétrico COO-
alargamiento simétrico
flexion en el plano C-O-H 1426.27
alargamiento C-N
Flexion fuera del plano C-H aromaticos 675

NTC-EDA NTC-AF
3778 y 3711 3543y 3416
3321 3220
2921 y2840 2923 y2848
1620 1689
1620y 1563 1612y 1570

1482
1412
1340
1481y 1339
1236 y 1086
646 648

* Los solidos se midieron en el equipo Bruker Tensor 27, usando 32 barridos, con una resolucion 2.0% de transmitancia y los espectros se analizaron con

OriginLab version 8.0.

Tabla 2. Tamafio promedio de las particulas de los sistemas fun-
cionalizados covalentemente.

Compuesto Tamaiio medio (nm) PDI*
NTC-COOH 120.8 0.318
NTC-EDA 122.0 0.255
NTC-AF 162.5 0.591

*PDI: indices de polidispercion, los valores menores a 1, indica que particulas
estan monodispersas.

El aumento de la temperatura esta asociado a la absorcion de
luz por NTC que libera su energia mediante una disipacion
de calor que conduce al aumento local de la temperatura en
la solucion de NTC-AF (Burlaka A., et al, 2010).

Evaluacion del efecto térmico del sistema NTC-AF
(covalente)

Se realizaron ensayos para medir el efecto de la radiacion
infrarroja en las soluciones acuosas de NTC-AF y teniendo
en cuenta los dos métodos de preparacion (covalente y no
covalente). Para ello se utilizd una bombilla incandescente
comercial (60 W), la cual emite (75% [:R, un 15% visible y
el 10% UV), se evalud el tiempo de irradiacion de soluciones
acuosas de NTC-AF (100 y 1000 ppm), teniendo en cuenta
como blanco el agua (Ayala B. E. et al, 2013).

Se observo un aumento de la temperatura con el cambio
de la concentracion asi como con el tiempo de irradiacion,
ver la figura 16. El incremento de la temperatura es mayor
para aquella solucion que contiene el sistema NTC-AF
preparados covalentemente y es proporcional a la concen-
tracion de la solucion.
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Se ha indicado un aumento de la temperatura de 60°C al
usar soluciones de NTC de pared multiple e irradiadas con
una lampara IRC (780-1400 nm) (Hussain S. et al, 2011),
resultados que estan en concordancia con lo observado y
permite deducir que el calentamiento de la solucion es debido
a la absorcion de la radiacion por el sistema NTC-AF.

Experimentos biologicos preliminares.

Se han realizado algunos ensayos biologicos observandose que
soluciones de NTC-AF (no covalente) no presentan toxicidad
en células de mamiferos THP-1y forma dispersiones estables a
pH fisiologico (Castillo et al, 2011). Ademas, los experimentos
de internalizacion, THP-1 infectadas con L. panamensis y no
infectadas (8x10° células/mL) fueron cultivadas en placas de
24 pozos con laminillas circulares y tratadas con diferentes
concentraciones de NTC-AF (no covalente) (0.03 - 0.125 mg/
mL) de 2 a 72 horas a 37°C, 5% CO,, 95% de mezcla aire,
indicaron el ingreso de los NTC-AF en células THP-1 y se
observé una dependencia del tiempo de internalizacion con la
concentracion de nanotubos internalizados, seguido mediante
microscopia optica por conteo directo de 300 células (Novoa
V.L., 2012). Los NTC-AF 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 (Castillo J. J.
et al, 2013).

Al realizar un experimento con células THP-1 infectadas
con amastigotes intracelulares de Leishmania panamensis,
se observo la internalizacion de los NTC-AF (no covalente)
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Figura 15. Curvas de calentamiento de soluciones acuosas de NTC-AF (no covalente), utilizando un diodo laser de 808 nm y modificacion

de la potencia (200, 400 y 600 mW) (Castillo, John, 2013).
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Figura 16. Efecto térmico sobre los NTC-AF funcionalizados
covalente y no covalentemente (Ayala B. E. et al, 2013).

(0.060 — 0.500 mg/mL). Células THP-1 transformadas con
PMA en camaras de vidrio con sistema deslizante (labteck
de NUNC) e infectadas con promastigotes de L. panamensis
(fase estacionaria de crecimiento) utilizando una relacion
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 (no covalente) (0.25 a 0.016 mg/
mL) por 24 horas. Posteriormente se irradiaron con IRC (808
nm) por 10 minutos. Células infectadas controles tratadas y
no tratadas con NTC-AF (no covalente) fueron mantenidas
sin irradiacion, asi como células infectadas no tratadas fueron
irradiadas en las mismas condiciones. Luego, las células fueron
fijadas con metanol por 10 minutos y coloreadas utilizando la
tincioén de Giemsa; cada experimento fue repetido tres veces.
El porcentaje de infeccion fue determinado microscopi-
camente por conteo directo de 300 células infectadas. Se

observd una inhibicion de los amastigotes intracelulares,
lo cual probablemente este asociado al efecto térmico local
generado por la irradiacion sobre las células infectadas (Novoa
L. V., 2012). Esto nos ha orientado que en la investigacion
debemos estudiar los efectos asociados a la longitud de
onda incidente, el tiempo de irradiacidn, la potencia del haz
de radiacion, la concentracion de NTC, la naturaleza de la
interaccion NTC y AF (covalente y no covalente) entre otros.
En consecuencia, el conjugado NTC-AF es un buen candidato
para generar la ablacion térmica en sistemas biolodgicos.

Conclusiones

Se ha indicado que los métodos usados para la funcionali-
zacion de los nanotubos de carbono de pared simple con acido
folico, permiten una interaccion covalente y no covalente
entre las dos moléculas.

La caracterizacion espectroscopica de los sistemas NTC-AF
ha permitido evidenciar la interaccion entre el AF y el NTC.

Lairradiacion de soluciones acuosas NTC-AF con IRC (laser
y lampara) genera un efecto de calentamiento que depende
de la concentracion, de la potencia del haz de iluminacion asi
como del tipo de interaccion acido folico y NTC, ya que se
observa un cambio en la temperatura de la solucion. Ademas,
los experimentos de control evidencian que los NTC son los
responsables del aumento de la temperatura.

Los estudios bioldgicos preliminares realizados indicaron
que el bioconjugado NTC-AF (no covalente) se puede inter-
nalizar en células tipo THP-1, asi como aquellas células
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infectadas con la Leishmania y su mecanismo de ingreso
celular probablemente esta mediado por la expresion de
receptores de folato. Ademas, el efecto térmico generado
por la iluminacion con el IR puede eliminar la poblacion de
células infectadas, esto nos alienta a continuar evaluando
el sistema conjugado preparado, teniendo en cuenta que se
debe estudiar con mas detalle factores como la longitud de
onda incidente, el tiempo de irradiacion, la potencia del haz
de radiacion, la concentracion de NTC, la naturaleza de la
interaccion NTC y AF entre otros.

Finalmente, la sintesis y la utilizacion de estos sistemas
conjugados abren nuevas posibilidades para el tratamiento de
enfermedades infecciosas y las células cancerosas mediante
la generacion de un efecto térmico localizado que permita la
ablacion térmica de células enfermas y el conjugado NTC-
AF es un buen candidato para generar la ablacion térmica en
sistemas biologicos.
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