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RESUMEN

Estudios recientes han demostrado el potencial toxico en los ambientes acuaticos de
desechos de nanomateriales manufacturados; por lo tanto, es necesario determinar
los mecanismos de accién, dosis, dependencia e impacto sobre las especies
acuaticas. Debido al impacto ambiental de los desechos de nanomateriales, es de
interés el estudio de la toxicidad de los nanotubos de carbdén (por sus iniciales en
inglés CNTs) por su produccién masiva y multiples aplicaciones, para ello se ha
utilizado como modelo los embriones del pez cebra (Danio rerio).

Se ha reportado que los CNTs de pared simple (por sus iniciales en inglés SWCNT)
se aglomeran en condiciones basicas de pH en agua y presentan afinidad hacia el
corion de los embriones del pez cebra. En efecto, mediante microscopia electrénica
se determiné que los aglomerados de SWCNT alcanzan el orden de los
micrometros, mientras que los poros del corion de los embriones de pez cebra miden
en el orden de nanémetros. Asi mismo, un trabajo previo en el laboratorio, mediante
ensayos rutinarios de mutagenicidad con la bacteria Salmonella typhimurium
(ensayo de Ames), observo la mutagenicidad reducida del &cido picrolénico en
presencia de SWCNT.

Es nuestro interés determinar si la presencia de los SWCNT puede modificar la
fisiologia de los peces en formacion, asi como también comprobar la mutagenicidad
reducida en un modelo vertebrado. Este trabajo evalla las frecuencias cardiacas
como un parametro general fisiologico en presencia de SWCNT, asi como las tasas
de supervivencia de los embriones cuando son retados con acido picrolonico.
Proponemos que los aglomerados de SWCNT al bloquear los poros del corion,
dificultan el intercambio de Oz con el medio, por lo que la frecuencia cardiaca se vera
modificada.

Por otra parte y con base en el resultado del trabajo previo en el laboratorio con el
ensayo de Ames, sugerimos que los SWCNT por sus propiedades de adsorcion,
pueden capturar el acido picrolénico protegiendo a los embriones de este mutageno.

En el presente trabajo, los SWCNT fueron empleados a una concentracion de 20
pMg/mL y dispersados por sonicacion durante 15 minutos. Los embriones del pez
cebra fueron separados en placas de 24 pozos, ubicando 3 embriones por pozo, en
presencia o ausencia de los SWCNT, en 2 mL de agua de acuario. El acido
picrolonico fue disuelto a una concentracion de 1 pg/mL en DMSO (Dimetil
sulféxido). Los embriones fueron dividos en 4 grupos (40 embriones) y expuestos a:

e SWCNT / Acido picrolénico
e Acido picrolénico




e SWCNT/DMSO
e DMSO

Los resultados obtenidos muestran una disminucién en las frecuencias cardiacas en
presencia de nanotubos de carbén y altas tasas de supervivencia en grupos
expuestos a SWCNT / &cido picrolénico y SWCNT / DMSO.

La propuesta exploratoria es que los nanotubos de carbon modifican la
disponibilidad de oxigeno para el embrion al afectar la estructura del poro del corion,
pero a su vez protegen al embrién expuesto a un mutdgeno como el &cido
picrolonico o a un disolvente como el DMSO.

Este estudio sugiere que los SWCNT no son inocuos en los ambientes acuaticos, sin
embargo, pueden actuar como agentes de proteccion contra el &cido picrolénico y/o
DMSO.




INTRODUCCION

1.1. Nanotecnologia

El prefijo nano — proviene del latin nanus, que significa “enano” y actualmente tiene
la aceptacion de una milmillonésima parte. Asi, un nanémetro (abreviado nm) es una
milmillonésima parte (1 / 1 000 000 000) de un metro (Takeuchi, 2010). EI nanémetro
es la unidad natural con la que medir atomos y moléculas, pero también es la unidad
adecuada para determinar el espesor de una membrana celular, el tamafio de los
virus o la longitud de onda de la radiacion ultravioleta (Serena, 2010). La
nanotecnologia es el area de investigacion que estudia, disefia y fabrica materiales o
sistemas a escalas nanoscopicas y les da alguna aplicacion practica (Takeuchi,
2010) [Figura 1].

La idea de la nanotecnologia fue introducida en 1959 por primera vez cuando
Richard Feynman, un fisico de Caltech, dio una plética titulada, “There’s Plenty of
Room at the Bottom” (Santamaria, 2012; Feynman, 1960), en la que planteaba la
manipulacion directa de los atomos individuales o la fabricacion molecular. Sin
embargo el término “nanotecnologia” fue usado por primera vez en una publicacién
en 1974 por un estudiante de Tokyo Science University llamado Norio Taniguchi, en
la cual plante6: “nano-tecnologia consiste en el proceso de separacion,
consolidacion y deformacion de materiales por un atomo o una molécula”
(Santamaria, 2012; Taniguchi, 1974).

No fue sino hasta 1980 que la nanotecnologia se desarroll6 como un campo gracias
a la expansion de la idea de Feynman, por el cientifico del MIT, Eric Drexler, el cual
tomd los conceptos y los expuso en su libro titulado “Engines of Creation: The
Coming Era of Nanotechnology” (Santamaria, 2012; Drexler, 1986).

Las ideas de Feynman, Taniguchi o Drexler comenzaron a dejar de ser una
entelequia durante la década de los afios 1980, cuando surgieron poderosas e
imaginativas herramientas con las que observar y modificar el nanomundo (Serena,
2010). Estos avances tecnoldgicos proporcionaron herramientas valiosas que
ayudaron a formalizar la nanotecnologia como un campo cientifico (Santamaria,
2012).

En este sentido, se puede afirmar que durante éstas tres ultimas décadas lo que se
ha desarrollado de manera impetuosa es una nanociencia, pues se han acumulado
innumerables conocimientos sobre el nanomundo (Serena, 2010). La nanociencia es
el estudio de los procesos fundamentales que ocurren en las estructuras de un




tamafo entre 1 y 100 nandmetros, las cuales se conocen como hanoestructuras
(Takeuchi, 2009).

El tamafrio de los objetos
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Figura 1. Escala de tamafios. (Modificado de Takeuchi, 2009).




La nanotecnologia esta asociada con al menos 3 ventajas (Ramsden et al., 2011):

e Ofrece la posibilidad de crear materiales con combinaciones de propiedades
nuevas.

e Los dispositivos del orden nanométrico necesitan menos material para ser
producidos, usan menos energia y otros bienes, su funcién puede ser
mejorada reduciendo las dimensiones, y pueden tener una amplia gama de
accesibilidad.

e Ofrece una tecnologia de fabricacion universal.

La meta de la nanotecnologia es direccionar los atomos y las moléculas hacia
estructuras deseadas 0 patrones con nuevas funcionalidades. En la nanoescala, las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los materiales difieren en lo
fundamental e importante de las propiedades individuales de los &tomos y moléculas
(Fulekar et al., 2010).

Esta particularidad hace de la nanotecnologia una ciencia verdaderamente
multidisciplinaria donde se entremezclan conceptos, modos de hablar y técnicas de
caracterizacion y fabricacion muy diferentes. Una consecuencia inmediata de este
caracter multidisciplinario es la capacidad de proporcionar nuevos productos en
muchas areas de aplicacion (Serena, 2010). [Figura 2].

Figura 2. Aplicaciones de la
nanotecnologia. (Salud Publica
de México / vol. 54, no. 1,
2012).

1.2. Tipos de nanoparticulas
La definicion de un nanomaterial (NM) adoptado por el British Standards Institution
(Klaine et al., 2008; British Standards Institution, 2007) the American Society for
Testing Materials (Klaine et al., 2008; American Society for Testing and Materials,




2006), y el Scientific Committee on Emerging and Newly-ldentified Health Risks
(Klaine et al., 2008; Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health
Risks, 2007) es un material con al menos una dimension por debajo de 100 nm. Los
nanomateriales se clasifican en funcion de sus dimensiones, como se muestra en la
Tabla 1 (Filipponi et al., 2013). Dentro de este grupo de materiales se encuentran las
nanoparticulas (NP), definidas como materiales con al menos dos dimensiones entre
1y 100 nm (Klaine et al., 2008; American Society for Testing and Materials, 2006).

Tabla 1. Clasificacién de los nanomateriales en funcidén de sus dimensiones.

Dimensién del nanomaterial Ejemplos
. . Nanoparticulas, quantum dots
Tres dimensiones < 100 nm partic 4 y
microcapsulas

Dos dimensiones < 100 nm Nanotubos, fibras y nanocables
Una dimensién < 100 nm Peliculas delgaplas, capasy
recubrimientos

Los nanomateriales poseen diferentes propiedades en comparacion con el mismo
material en su forma gruesa o voluminosa (Rana et al., 2013; I. N. Throback et al.,
2007). Una vez que el material es reducido a un tamafio menor de 100 nm, sus
componentes demuestran unas caracteristicas inusuales basadas en la mecanica
cuantica, el cual influye en una variedad de propiedades como son la conductividad,
la transferencia de calor, la temperatura de fusion, propiedades Opticas y
magnetizacion (Rana et al., 2013; B. Bhushan et al., 2007).

Las primeras observaciones y mediciones de las nanoparticulas fueron realizadas
durante la primera década del siglo veinte, en 1914 por Richard Adolf Zsigmondy,
quien fue el primero en utilizar el término nandmetro para caracterizar un tamafio de
particula de 1/ 1, 000, 000 de un milimetro, ademas desarrolld el primer sistema de
clasificacion basado en un tamafo de particula en el rango nanométrico
(Santamaria, 2012; Zsigmondy, et al., 1914).

Las nanoparticulas no son una invencién antropogénica y han existido naturalmente
desde el inicio de la historia de la Tierra, sus fuentes naturales se pueden encontrar
en polvo de origen volcanico, suelos y sedimentos. Las nanoparticulas naturales son
generadas por una gran variedad de procesos geoldgicos y bioldgicos. Los procesos




geoldgicos producen nanoparticulas inorganicas y los mecanismos biologicos
producen nanomoléculas organicas (Handy et al., 2008) [Figura 3].

Las nanoparticulas en el aire fueron tradicionalmente referidas como particulas
ultrafinas, mientras que en el suelo y agua son coloides, con ligeras diferencias en el
rango de tamafio (Klaine et al., 2008).

Las nanoparticulas fabricadas muestran un coloide complejo y una agregacion
quimica, lo que es probable que se vean afectados la forma, el tamafio, la superficie
del &rea y la carga de la superficie, asi como las propiedades de adsorcion del
material (Handy et al., 2008).

Nanomateriales fabricados

Metales y nanoparticulas de 6xidos metalicos

Nanoparticulas no
fabricadas

Erupciones volcanicas

0 3 Quantum dot
00
:

Nanomateriales de carbono
Escape de diesel

-

Dendrimeros -y e

Emisiones industriales S

Figura 3. Fuentes naturales y materiales fabricadas a escala nanométrica. (Modificado de Farré, et
al. 2008).
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1.3. Nanotoxicologia y nanoecotoxicologia
En el 2004, Donaldson y sus colegas propusieron una nueva idea en el mundo de la
toxicologia, - la idea de que las particulas nanométricas se comportan de manera
muy diferente de sus contrapartes mas grandes, por lo tanto una nueva subcategoria
dentro del campo era necesaria (Donaldson et al., 2004) el nombre de la nueva
subcategoria es nanotoxicologia (Monteiro-Riviere et al., 2013) y se define como el
estudio de la toxicologia de los nanomateriales (Ramsden et al., 2011).

Asi mismo, la ecotoxicologia es una ciencia relativamente nueva que se preocupa
por los contaminantes presentes en la biosfera y sus efectos sobre sus
componentes, incluyendo los humanos. El término “ecotoxicologia” fue acufiado por
René Truhaut en 1969, el cual lo definid como “la rama de la toxicologia que se
ocupa del estudio de los efectos toxicos causados por los contaminantes naturales o
sintéticos, a los componentes de los ecosistemas, los animales (incluyendo
humanos), vegetales y microbios. La investigacion en la ecotoxicologia se desarrolld
muy rapido debido a la contaminacion en el ambiente inducido por el rapido
desarrollo industrial y surgié la preocupacién ambiental sobre el efecto de las
nanoparticulas (NPs). Fue entonces cuando aparecieron los primeros articulos sobre
la nanoecotoxicologia en el 2006 (Kahru et al., 2009).

El medio ambiente contiene nanoparticulas naturales tales como, el componente
ultrafino de arena del desierto, aerosoles de sal producidos por la evaporacion de la
espuma de mar y la ceniza volcanica, ademas contiene nanoparticulas aéreas
artificiales, producidas no intencionalmente, tales como los productos de la
combustion (Ramsden et al., 2011). En las atmosferas urbanas, los vehiculos que
usan diesel o gasolina y las fuentes estacionarias de combustién por muchos afios
han contribuido a la liberacion de material particulado en una amplia gama de
tamafios, incluyendo nanoparticulas, que asciende a méas de un 36% de las
concentraciones totales de particulas (Shi et al., 2001; Klaine et al., 2008). Existen
antecedentes de nanoparticulas naturales en la atmosfera, aunque la concentracion
total es baja en comparacién a la liberacion de nanoparticulas manufacturadas.

Recientemente, las altas tasas de produccion y uso de nanoparticulas, han
planteado la preocupacion de que la liberacion de los nanomateriales fabricados
puede suponer una grave amenaza para el medio ambiente, debido a que los
ecosistemas acuaticos probablemente serviran como sumideros terminales de los
nanomateriales introducidos a los sistemas naturales (Griffitt et al, 2008) por ello es
necesario determinar el destino y comportamiento de los nanomateriales
manufacturados en el ambiente (Klaine et al, 2008).

Oberdorster et al. (Oberdoster et al., 2005; Kennedy et al., 2008) identificaron varias
vias para la liberacion de los nanomateriales, tales como la produccion en masa




(derrames y efluentes), el enjuague de productos de cuidado personal, lixiviacion de
productos, el uso de productos desechables y el reciclaje de los nanomateriales en
produccion [Figura 4] (Kennedy et al., 2008).
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Figura 4. Las rutas mas importantes que involucran las nanoparticulas fabricadas en el ambiente.
(Modificado de Farré, et al. 2008).

Se pueden considerar tres fuentes principales de nanomateriales en el medio
ambiente:

1. Fuentes antropogénicas
2. Fuentes no intencionadas
3. Produccion y uso de nanomateriales fabricados

Una vez en el ambiente, las nanoparticulas libres tienden a formar agregados [Figura
5] que pueden ser atrapados o eliminados a través de la sedimentacién. Los
agregados o las nanoparticulas adsorbidas son menos méviles y pueden someterse
a la captacion por filtradores y organismos que viven en el sedimento. La formacion
de agregados en los sistemas naturales puede ser comprendida considerando los
procesos fisicos, tales como la difusion Browniana, el movimiento fluido y la
gravedad (Farré et al., 2008).

Las particulas emitidas en udltima instancia se depositaran en la suelo y en la
superficie de los cuerpos de agua, aunque el tratamiento para evitar la agregacion




puede dar lugar a una mayor flotabilidad de estas nanoparticulas cuando se
compara con las NPs de otras fuentes, tales como los derivados de las emisiones de
diesel (Klaine et al., 2008).

Pequefios Agregados
(suspension estable)

Grandes Agregados
(suspension inestable)

Figura 5. Dos modelos de coloides acuaticos relevantes para los procesos de agregacién. Los
puntos pequefios son material de tipo fulvico entre otros, como azlcares y aminoacidos; los circulos
representan coloides inorganicos; y las lineas son biopolimeros tales como las fibrillas polisacaridas.
Tomado de Buffle et al. 1998. (Modificado de Klaine et al. 2008).

El dramético incremento del uso de las nanoparticulas fabricadas ha dado lugar a
una mayor exposicibn ambiental y humana, y por lo tanto es claro que los
organismos que viven en ambientes que contienen nanoparticulas (NPs), las
incorporaran. Las nanoparticulas pueden entrar a las células por difusion a través de
membranas celulares (Lin et al., 2007) asi como también por endocitosis (Kim et al.,
2006) y adhesiéon (Geiser et al., 2005). Diferentes propiedades fisico-quimicas, no
solamente el tamafio, determinan la habilidad de las nanoparticulas para atravesar
barreras bioldgicas; la situacidbn se complica ain méas por la formacién de una
llamada corona de biomoléculas en las superficies de las nanoparticulas [Figura 6],
la composicién de las cuales puede variar dependiendo de la via de exposicién y la
traslocacion de las nanoparticulas de un compartimento biolégico a otro (Pietroiusti
et al., 2012).
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Figura 6. Representacion esquematica de la dinamica de la bio-corona en las superficies de las
nanoparticulas. Superficies pristinas de las nanoparticulas (NPs) son rapidamente cubiertas por
biomoléculas (proteinas, lipidos, etc.) como van entrando al compartimento biolégico y la bio-corona
puede cambiar dependiendo del portal de entrada (por ejemplo, pulmones o tracto gastrointestinal); la
bio-corona puede someterse a cambios dindmicos seguidos de endocitosis y puede sufrir mas
cambios en la endocitosis. (Modificado de Pietroiusti, et al., 2012).

Para las plantas, las respuestas toxicas mas comunes son la reduccion en la
germinacion o el crecimiento, deformacion de la membrana celular, deterioro en la
fotosintesis, reduccion en el desarrollo reproductivo y la mortalidad. Normalmente,
las respuestas toxicas descritas para los animales expuestos a las nanoparticulas
fabricadas incluyen citotoxicidad por necrosis o apoptosis, dafio de 6rganos o
tejidos, inhibicidén del crecimiento, disminucion de la reproduccion y / o desarrollo y la
mortalidad (Klaine et al., 2008; Wang et al., 2013).

Estudios de toxicidad en seres humanos, con énfasis en los entornos de los
trabajadores, no solo tienen en cuenta principalmente la dispersion y la absorcion
por aire, sino también la absorcion directa a través de la ingestion, la exposicion
cutdnea y en algunos casos especiales relacionados con el uso médico e
inyecciones (Rana et al., 2013).

1.4. Nanotubos de carbén
El carbon en fase solida puede existir en tres formas alotropicas: grafito, diamante y
fulerenos. El diamante es una estructura cristalina donde cada atomo de carbén sp?
hibridado esta unido a otros 4 atomos en un arreglo tetraédrico. El grafito esta hecho
de capas planas de atomos de carbén sp? hibridados unidos en una red hexagonal
(Guldi et al., 2010).
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En 1996, Harry Kroto, Robert Curl y Rick Smalley fueron premiados con el Premio
Nobel de Quimica por el descubrimiento en 1985 de una molécula esférica
compuesta de atomos de carbdn. El Cso 0 “bucky ball”, es una molécula icosaédrica
con 60 atomos de carbén unidos en pentagonos y hexagonos. Esta estructura del
orden de nandometros fue nombrada “fulereno” debido a su semejanza con los
domos geodésicos disefiados por el arquitecto Richard Buckminster Fuller. En la
década de 1980 y principios de 1990, se llevé a cabo una amplia investigacion sobre
la teoria, sintesis y caracterizacion del fulereno. Sin embargo, en 1991 lijima,
presentd sus observaciones tomadas por el microscopio de transmision electronica
mostrando microtubos en capas, alargados y concéntricos hechos de atomos de
carbon, los cuales, hasta ese entonces, habian sido considerados como filamentos
de carbon (Guldi et al., 2010; O"Connell et al., 2012). Esto impulsé la investigacion
relacionada con una de las estructuras mas investigadas activamente del siglo
pasado: ahora llamados nanotubos de carbén (CNTs) (Guldi et al., 2010).

lijima fue el primero en reconocer que los nanotubos son hojas de grafeno
enrolladas concéntricamente con helicidades y quiralidades. Inicialmente observo los
nanotubos de pared multiple (MWCNTS) con entre 2 y 20 capas, pero en una
publicaciéon posterior en 1993, confirmd la existencia de los nanotubos de pared
sencilla (SWCNTSs) y elucidé su estructura (Guldi, 2010). Actualmente, los hanotubos
de carbon son agrupados en dos grupos, SWCNTs que consisten en una capa de
grafeno y los MWCNTs que consisten en un arreglo coaxial anidado de SWCNTs,
separados por aproximadamente 0.34 nm, ligeramente méas grande que el espacio
de la capa intermedia del grafeno. [Figura 7] (Cheng et al., 2006; Zhang et al.,
2012).

2-25nm

Figura 7. Diagrama esquemaético de un nanotubo de pared sencilla (SWCNT) (A) y un nanotubo de
pared multiple (MWCNT) (B), mostrando las dimensiones tipicas de largo, diametro y la distancia de
separacion entre dos capas de grafeno en los MWCNTSs. Adaptado de (Zhang, 2012; Hirsch, 2002;
lijima, 2002).
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1.5. Clasificacion y propiedades de los CNT's
Los nanotubos de carbon (CNTs) consisten en atomos de carbono que estan
estructurados en capas de grafeno enrolladas en cilindros. Cada &tomo de carbon
esta simétricamente unido a otros 3 atomos de carbon, que a su vez forman anillos
hexagonales (Gustavsson et al., 2011).

e Clasificacion por el numero de capas de grafeno:

a. Nanotubos de pared sencilla (SWCNTSs): consisten en una sola capa
de grafeno.

b. Nanotubos de pared multiple (MWCNTS): consisten de varias capas de
grafeno dispuestos en cilindros concéntricos, los cuales estan unidos
por fuerzas de van der Waals.

La estructura atémica de los nanotubos de carbono es descrita por el &ngulo quiral
de los tubos, el cual determina la forma torcida de los hexagonos en la estructura de
grafeno. El dngulo quiral se describe a menudo por un vector (n, m) donde ny m
denotan el nimero entero de los vectores a lo largo de la estructura de grafeno
[Figura 8].

¢ Clasificacién de acuerdo a los indices de Hamada:
a. De tipo zigzag: cuando la m=0
b. De tipo armchair: cuando la n=m

c. De tipo quiral: cuando son (n>m > 0)
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Figura 8. La estructura atomica de los SWCNTs para dos tipos de tubos; a) estructura “armchair” b)
estructura “zigzag”. ¢) un diagrama de diferentes torcidos y angulos quirales de una hoja de grafeno.
(Fuente: Thostenson et al., 2001). (Modificado de Gustavsson, et al., 2011)
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El angulo quiral de los nanotubos de carbono afecta algunas de sus propiedades
como las propiedades mecanicas, opticas y en particular las eléctricas. El grafeno en
si es un semiconductor, en contraste los nanotubos se pueden clasificar en:

¢ Clasificacion por la estructura electrénica dependiendo de su angulo quiral:
a. Metdélicos: (armchair)

b. Semiconductores: (zigzag y quiral)

En términos de propiedades mecanicas, los nanotubos se encuentran dentro de los
materiales mas fuertes y resistentes que existen en la naturaleza (Dai et al., 2001).
Los SWCNTSs son alrededor 10 veces mas fuertes que el acero y de 1 a 2 veces mas
rigidos que el diamante (Walters et al., 1999; Yu et al., 2000). También son muy
flexibles, ya que pueden doblarse varias veces hasta 90° sin dafiarse (Gustavsson et
al., 2011).

Las propiedades eléctricas de los nanotubos dependen de los indices (n, m) y por lo
tanto en el didmetro y quiralidad. Un SWCNT puede ser un metal o un
semiconductor dependiendo de los parametros estructurales (n, m) [Figura 9] (Dai et
al., 2001), mientras que los MWCNTs dependen de las caracteristicas de cada capa
de carbono coaxial y la conduccién se lleva a cabo dentro del plano basal del grafito
(Bourlon et al., 2004) (Zhang et al., 2012).

Figura 9. Estructuras de los SWCNTs y como se determinan sus propiedades electrénicas. a) (10,10)
nanotubo armchair. Panel inferior: el hexadgono representa la primera zona Broulloin de la hoja de
grafeno en un espacio reciproco. Las lineas verticales representan los estados electronicos de los
nanotubos. b) (12,0) nanotubo zigzag. c) (14,0) tubo semiconductor zigzag, por que las lineas
verticales no tocan las puntas del hexagono. d) (7,16) tubo semiconductor. (Modificado de Dai, 2001)
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Los CNTs también tienen una capacidad de adsorcién, la cual es atribuida a su
estructura porosa, el area de la superficie y la existencia de un amplio espectro de
grupos funcionales superficiales. Tienen una aplicacion potencial de remover
metales pesados, tales como el zinc (Zn), cadmio (Cd), entre otros. Los mecanismos
por los que los iones metalicos son adsorbidos a los CNTs son muy complicados y
puede atribuirse a la atraccién electrostatica, adsorcion-precipitacion e interaccion
entre los iones metélicos y los grupos funcionales de la superficie de los CNTs
(Mubarak et al., 2014).

1.6. Fabricacion de los CNT's
Se pueden obtener nanotubos de carbono por ablacion laser, por los métodos de
descarga de arco de carbono y por deposicidén de vapor quimico (Poole, 2007).

El método por ablacién laser consiste en que un tubo de cuarzo que contiene argoén
y un blanco de grafito son calentados a 1200 °C. Contenido en el tubo, pero un poco
fuera del horno, esta un colector de cobre refrigerado por agua. El blanco de grafito
contiene pequefas cantidades de cobalto y niquel que actian como sitios de
nucleacion cataliticos para la formacion de los tubos. Un haz de laser pulsado incide
en el objetivo, evaporandose el carbono del grafito. El argbn luego precipita los
atomos de carbono de la zona con alta temperatura al colector de cobre refrigerado
en el que se condensan los nanotubos. Mediante este método se pueden producir
tubos de 10-20 nm de diametro y 100 um de largo.

Los nanotubos también se pueden sintetizar empleando el método de descarga de
arco de carbono. Un potencial de 20-25 V es aplicado a través de electrodos de
carbono de 5-20 um de diametro y separados por 1 mm a una presion de 500 torr de
de helio que fluye. Los atomos de carbono son expulsados de un electrodo positivo y
se forman los nanotubos en un electrodo negativo. Conforme se van formando los
tubos, la longitud del electrodo positivo decrece, y un depdésito de carbono se forma
en el electrodo negativo. Para producir SWCNTSs, una pequefia cantidad de cobalto,
niquel o hierro, es incorporada como catalizador en la region central del electrodo
positivo. Si no se utiliza un catalizador, los tubos se anidaran o se produciran
MWCNTSs, que son nanotubos dentro de nanotubos. El método de arco de carbono
puede producir SWCNTs de didmetros de 1-5 nm con una longitud de 1 um [Figura
10].

El método por deposicién de vapor quimico involucra la descomposicién de un gas
de hidrocarburo, como el metano (CH4) a 1100°C. Conforme el gas se descompone,
los &tomos de carbono que se producen después se condensan en un sustrato frio
gue puede contener varios catalizadores como el hierro. Este método produce tubos
con extremos abiertos, lo cual no ocurre si se emplean otros meétodos. Este
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procedimiento permite la continua fabricacion, y puede ser el método mas favorable
para la produccion (Poole, 2007).

anodo

; catalizador ! Fuente de
i oder
Barras de + P
grafito - T~
CNT

—  catodo

Gas
amortiguador

Figura 10. Diagrama del método de descarga de arco. (Modificado de Guldi. D.M., et al., 2010).

1.7. Estabilidad de los CNTs en ambientes acuaticos

Los nanotubos de carbono a menudo se procesan en forma suspendida y por lo
tanto, la liberacion de suspensiones de estos nanomateriales en el medio acuético
es razonable (Schwyzer et al., 2013). El destino y transporte de los CNTs en los
sistemas acuaticos son dependientes de la estabilidad coloidal (Griffit et al., 2008;
Kohler et al., 2008; Schwyzer et al.,, 2011; Lin et al., 2009; Lin et al., 2010). La
agregacion de los CNTs influird en su capacidad para permanecer suspendidos en
solucion y por lo tanto también en su movilidad y biodisponibilidad en los sistemas
acuaticos naturales. La suspension de los CNT es mitigada por fuerzas ionicas altas,
en la que los cationes protegen las cargas negativas de la superficie de los CNTs
resultando en la formacion de agregados (Sano et al., 2001; Schwyzer et al., 2013).

La agregacion de los CNTs también controla sus tasas de sedimentacion (Griffit et
al., 2008). Investigadores han sugerido que las nanoparticulas de carbono tienen un
potencial limitado para la asociacion y el transporte acuoso debido a la agregacion y
adsorcion a particulas de sedimento (Kennedy et al., 2008; Templeton et al., 2006;
Brant et al., 2005; Espinasse et al., 2007). El efecto de los acidos fulvicos y hiumicos
es inhibir la agregacion de los nanotubos de carbono (Farré et al.,, 2008), sin
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embargo el acido humico estabiliza mejor a los CNTs que los acidos fulvicos
(Schwyzer et al., 2013).

Se sabe que los CNTs son altamente hidrofébicos (Petersen et al., 2011), y esta
caracteristica les proporciona mayor afinidad por otras particulas, y la agregacion se
mejora auin mas por la gran area de superficie y proporcion, que permite multiples
puntos de contacto. Esto conlleva a una desestabilizacion por las fuerzas de van der
Waals (Kennedy et al., 2008). Una de las estrategias mas comunes para mejorar la
dispersiéon de los CNTs en soluciones acuosas es unir covalentemente grupos
funcionales cargados o hidrofilicos en las paredes y extremos de los CNTs (Petersen
et al., 2011). Se ha mostrado que la materia organica natural (NOM) es
omnipresente en el ambiente natural y aumenta la estabilidad coloidal de los CNTs
por el revestimiento hidrofilico de la superficie (Hyung et al., 2007; Schwyzer et al.,
2013).

Los nanotubos de carbon de pared simple (SWCNT), una vez liberados, estaran
expuestos a electrolitos mono (NaCl) y di-valentes (CaCl. y MgCl2) presentes en
ambientes acuaticos y por lo tanto un entendimiento del comportamiento de
agregacion en estas condiciones es necesario. Los resultados de un estudio
sugieren que los SWCNTSs son relativamente estables en presencia de electrolitos
con un papel predominante de quiralidad en su estabilidad en un ambiente acuéatico.
Particularmente, los SWCNTs semiconductores con configuraciones cercanas a
armchair y relativamente con menor diametro, mostraron una alta estabilidad
comparados con tubos de diametros mas largos. [Figura 11] (Khan et al., 2013).

0.1

0.014

Efecto de Union, a

1E-3

Fuerza I6nica (M).

Figura 11. Estabilidad de los SWCNT dependiendo de la quiralidad. SWCNT (SG65) con diametro 6,5
comparados con los SWCNT (SG76) con diametro 7,6. (Modificado de Khan, et al., 2013).
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Debido a que naturalmente las nanoparticulas y los coloides estan omnipresentes en
el ambiente, es mas probable que los CNTs sean sometidos a una heteroagregacion
en lugar de una homoagregacion cuando son liberados en sistemas acuaticos
naturales (Petersen et al., 2011).

1.8. Ecotoxicidad de nanotubos de carbén

Debido a las propiedades uUnicas, los nanotubos de carbon (CNTSs), (lijima, 1991,
Monthioux y Kuznetsov, 2006) tienen un amplio rango de aplicaciones potenciales.
La produccion estimada a la fecha asciende entre 55 y 1100 toneladas por afio en
los Estados Unidos solamente (Hendren et al., 2011). Como consecuencia del
aumento en la elaboracion y uso, la liberacion no intencionada de los nanotubos de
carbono en el medio ambiente es probable que se produzca. La exposicion
ambiental de los CNTs podria tener lugar a lo largo de su ciclo de vida, es decir, su
produccion, uso y eliminacién (Kéhler et al., 2008; Petersen et al., 2011) [Figura 12]
(Schwyzer et al., 2013).

La ecotoxicidad de los CNTs ha sido explorada en afios recientes utilizando
organismos que habitan en ecosistemas terrestres, de sedimento y acuaticos. Se
han observado efectos ecotoxicologicos minimos en los suelos y sedimentos
expuestos, ya que los CNTs son generalmente eliminados por los organismos que
habitan en estos ecosistemas o adsorbidos a particulas del suelo (Petersen et al.,
2011) debido a que las interacciones de las particulas son méas frecuentes con los
movimientos brownianos de las nanoparticulas (Kennedy et al., 2008).

Figura 12. Ciclo de vida de los nanotubos de carbon (CNT). (Modificado de Eckelman, et al. 2012).
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El ambiente acuético podria estar afectado a través de corrientes de aguas
residuales y areas de escurrimientos alrededor de las plantas de fabricacion,
vertederos y otros lugares donde los CNTs fueron usados, desechados o liberados
(Lin y Xing, 2008; Schwyzer et al., 2013), asi como por metalurgia, mineria, curtiduria
y refinerias de combustibles fosiles que implican el uso de compuestos metalicos, de
este modo, una vez en el ambiente acuatico, los CNTs seran parte de los
sedimentos e influiran en la calidad del agua (Cheng et al., 2006).

La toxicidad de las suspensiones acuosas de los CNTs varia considerablemente
entre los organismos y esta particularidad puede ser consecuencia de las diferencias
en el impacto relativo de los CNTs sobre las superficies epiteliales de los organismos
(Petersen et al.,, 2011). Se ha reportado que el tamafio y la forma de los
nanomateriales de carbono pueden afectar el potencial de exposicion y la toxicidad
en los organismos (Farré et al., 2008).

1.9. Acido picrolénico

El acido picrolonico (3 metil-4-nitro-I-(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-uno) [Figura 13] es
un reactivo de alcaloides, aminoacidos y calcio (Rosenkranz et al., 1975). Stein y
Rosenkranz reportaron en 1975 gque este compuesto es mutagénico para Salmonella
typhimurium, ya que induce mutaciones de corrimiento de lectura. También
mostraron que este quimico inhibe preferencialmente el crecimiento de la DNA
polimerasa deficiente de E. coli.

=1 CHs

. NO2
o

Figura 13. Férmula del acido picrolénico. (Modificado de Rosenkranz, et al. 1975).

1.10. Pez cebra

Siendo el grupo mas numeroso y diverso filogenéticamente de vertebrados, los
peces nos ensefian principios importantes acerca de los procesos fundamentales en
la evolucidon de los vertebrados, su desarrollo y sus enfermedades (Spitsbergen et
al., 2003; Harshbarger et al., 1990; Hatanaka et al., 1982).
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El pez cebra histéricamente ha sido el foco de atencion de muchos investigadores
en el estudio de efectos teratogénicos causados por sustancias toxicas y de
mecanismos basicos de repuestas celulares a quimicos téxicos. Sin embargo, esto
no hubiera sido posible sin el trabajo de caracterizar las técnicas de cria, el
desarrollo embrionario y la manipulacion genética del pez cebra (Serena, 2010).

El pez cebra asi como otros peces de acuario poseen ventajas distintivas como
modelos para la investigacion biomédica. ElI pez cebra es facilmente alojado en
sistemas compactos con recirculacion, se puede criar continuamente todo el afio y
tiene tiempos generacionales cortos aproximadamente de 3 a 5 meses (Spitsbergen
et al., 2003; Detrich et al., 1999).

Las especies oviparas como el pez cebra tienen fertilizacion y desarrollo externo,
facilitando el acceso a la observacion y manipulacion de los embriones en desarrollo.
El pequefio tamafio de los embriones y alevines minimiza el costo y el volumen de
residuos para los estudios toxicolégicos (Spitsbergen et al., 2003).

Debido a estas ventajas, el pez cebra ha emergido como el primer modelo de
vertebrados para clarificar los roles de genes especificos y sefializacion de rutas en
el desarrollo. A partir de la década pasada se ha intensificado la investigacion a nivel
mundial sobre mecanismos genéticos moleculares, patrones de formacion,
morfogénesis y maduracion funcional de los 6rganos mayores (Spitsbergen et al.,
2003).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis de este trabajo es que los aglomerados de nanotubos de carbon de
pared simple (SWCNTS), al bloquear los poros de corion alteraran el intercambio de
diversas sustancias entre el huevo y el entorno, por lo que la frecuencia cardiaca,
como un parametro fisiologico global, se vera modificada en presencia de dichas
nanoparticulas. Asi mismo, los aglomerados de SWCNTs protegeran al embrion al
reducir la toxicidad del acido picrolénico.

Objetivo General

Evaluar la frecuencia cardiaca como un parametro general de la fisiologia del
embrion de pez cebra en presencia de nanotubos de carbén de pared sencilla
(SWCNT), asi como la genotoxicidad reducida del &cido picrolénico en presencia de
éstos nanomateriales.

Objetivos Particulares

+ |dentificar la edad de desarrollo de los embriones de pez cebra.

+ Determinar la concentracién de SWCNTs a emplear.

+ Registrar las frecuencias cardiacas obtenidas de cada embrién expuesto a
SWCNT a las 24 y 48 horas post- fertilizacion (hpf).

+ Determinar la concentracién de acido picrolénico disuelto en DMSO a
emplear.

+ Registrar la tasa de supervivencia de los embriones expuestos al acido

picrolonico y al DMSO a las 24 y 48 hpf.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Nanotubos de carbén

Se emplearon nanotubos de carbon de pared sencilla (SWCNTs) obtenidos de
Nanostructured and Amorphous Material Inc. con 90% de pureza de CNTs y 80% de
pureza de SWCNTSs. Fueron fabricados por el método de descarga de arco voltaico
en laminas de grafito, agrupados en cuerdas de 50 unidades; el diametro que
presentan es de 1-2 nm y la longitud es de 5-15 um.

3.2. Mantenimiento del pez cebray obtencién de embriones

Para realizar el estudio, se cont6 con el apoyo de un laboratorio que disponia de una
poblacién de pez cebra proveniente del acuario de la Facultad de Ciencias, UNAM.
Esta poblacion se encontraba y se mantuvo bajo condiciones controladas de
proporcion 2:1 hembras y machos, con una temperatura de 27° C, con un
fotoperiodo de 12:12 horas (luz: oscuridad) y se alimentd con hojuelas (Tetra Min)
tres veces al dia.

La edad de desarrollo de los embriones fue medida en horas post- fertilizacion (hpf)
de acuerdo con el método descrito por Kimmel et al., 1995. Para la obtencion de
embriones de 4 hpf Unicamente, se colocé una red de maternidad, previamente
hecha, de luz de malla de 2 mm de diametro durante 24 horas y al final de este
tiempo y poco después de que inicia el periodo de luz, las hembras liberaron los
huevos, estimuladas por el fotoperiodo artificial. De este modo, los huevos
atravesaron los poros de la red y se depositaron en el fondo del acuario. Para
colectar los huevos fecundados del fondo del acuario en un recipiente limpio, se
utilizé un sifén. Para aumentar la viabilidad de los embriones, se enjuagaron con
agua de acuario filtrada con papel filtro (# 1 Whatman) y fueron depositados en
placas de 24 pozos en una incubadora a 28 ° C. En cada ensayo realizado, se
observaron e identificaron embriones de 4 hpf (Figura 13) mediante dos
microscopios estereoscopicos, Velab (modelo VE-S5) y Motic (modelo Digital
Microscope DM 143).
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Figura 13. Embrién a las 4 hpf.

3.3. Distribucion de los SWCNTs en el medio acuatico

Los nanotubos de carbon de pared sencilla (SWCNTSs) en una concentracion de 20
Hg / mL de agua fueron dispersados por sonicacion durante 15 minutos. Los
embriones colectados de 4 hpf, fueron colocados en placas de 24 pozos ubicando 3
embriones por pozo y fueron expuestos a una sola concentracion de SWCNTs (20
Mg / mL) (pH 7, 28 ° C). Se realizaron 4 repeticiones y en cada una estuvieron
expuestos a los SWCNTs 144 embriones de 4 a 48 hpf. Estos embriones fueron el
grupo tratado (Tx). Los embriones en cada repeticion fueron evaluados usando un
microscopio invertido (modelo WILD HEERBRUGG SWITZERLAND M40.58624) en
una magnificacion de 4X a las 24 y 48 hpf, y se registraron los latidos por minuto
(Iom) de cada uno, para posteriormente obtener su frecuencia cardiaca.

3.4. Frecuencia cardiaca

Se obtuvo la frecuencia media registrando el nUmero de latidos cardiacos de los
embriones a las 24 y 48 hpf con la ayuda de un crondbmetro y un contador.
Las frecuencias obtenidas fueron analizadas en dos categorias:
1) Se analizaron las frecuencias cardiacas entre grupo control y expuesto a las
24 y 48 hpf.
2) Se compar6 el incremento de latidos cardiacos entre grupo control y expuesto
a 24y 48 hpf.

Las frecuencias cardiacas entre grupo control y expuesto fueron analizadas con la
prueba de ANOVA de dos vias o de dos factores, ya que evaluamos el efecto que
ejercen los SWCNTs en los embriones comparando las varianzas muestrales. La
prueba de ANOVA fue analizada utilizando el programa de GraphPad Prism 6.
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3.5. Preparacion y tratamiento de &cido picroldnico

El acido picrolonico (3 metil-4-nitro-1-(p-nitrofenil)-2-pirazolina-5-uno; Sigma Aldrich),
fue disuelto a una concentracion de 1 pg / por mL de DMSO (Dimethyl Sulfoxide;
Merck), almacenado a -20°C. Los embriones de 4 hpf fueron identificados con la
ayuda del microscopio estereoscopico Velab (modelo VE-S5) y colectados
aleatoriamente. Los embriones fueron colocados en placas de 20 pozos ubicando 2
embriones por pozo. Posteriormente se dividieron en 4 grupos (40 embriones por
grupo), y cada uno expuesto a:

e SWCNTSs / Acido picrolénico (20 pg / mL) / (1pg / mL)
e Acido picrol6nico (1ug / mL)

e SWCNT/DMSO (20 ug/ mL) / (2 pL)

e DMSO (2uL)

En este protocolo emple6 un grupo testigo de embriones sin exposicion a algun
agente para poder comparar la mortalidad natural de cada puesta de embriones.
Estos experimentos se efectuaron por triplicado y en cada una se registré la tasa de
supervivencia a las 24 y 48 hpf.

3.6. Supervivencia

Se registro la tasa de supervivencia de los embriones expuestos a los 4 tratamientos
respectivamente, y las comparamos con el grupo control a las 24 y 48 hpf
empleando una tabla de contingencia para probar la asociacion entre las variables
categoricas (grupo / supervivencia) y fueron analizadas con chi cuadrada (X?). La
tabla de contingencia fue analizada con el programa de GraphPad Prism 6.

Los embriones muertos fueron examinados analizando su aspecto. Notamos que su
contenido fue turbio dentro del coridn y a simple vista su color se tornd opaco (Figura
14).

Figura 14. Embrion muerto.
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RESULTADOS

4.1 Evaluaciéon de las frecuencias cardiacas

Para evaluar si los SWCNTs inducen un descenso en la frecuencia cardiaca,
contamos los latidos por minuto (Ipm), a las 24 y 48 hpf de los embriones de pez
cebra que fueron expuestos a 20 ug / mL de SWCNTs y los comparamos con un
grupo testigo. Los resultados demuestran que los SWCNTs disminuyen las
frecuencias cardiacas a las 24 y 48 hpf, como se muestra en las Figuras 15 Ay By
16 A.

En la Figura 15 A se presenta la comparacion de la distribucién de frecuencias del
ndamero de Ipm ajustadas mediante una curva tipo Gausssiana para los embriones
testigo y tratados a las 24 (panel superior) y 48 hpf (panel inferior). Se puede
observar en la Tabla de la Figura 15 B los parametros de ajuste donde la amplitud
de las curvas del grupo tratado a las 24 y 48 hpf fue mayor en comparacién con las
curvas del grupo testigo, indicando que las frecuencias cardiacas del grupo tratado
se concentraron cerca de su media poblacional. Las medias entre los grupos tratado
y testigo tuvieron una diferencia de 20 Ipm aproximadamente (62 y 81 Ipm,
respectivamente) a las 24 hpf y a las 48 hpf la diferencia fue de 10 Ipm
aproximadamente (139 y 153 Ipm).

Completando lo anterior, en comparacion al grupo tratado, el valor promedio de Ipm
para el grupo control fue de 87 Ipm, el cual es significativamente mayor al registrado
en los animales tratados los cuales presentaron una frecuencia cardiaca de 76 Ipm.
(Figura 16 A) (ANOVA: p < 0.001 a las 24 y 48 hpf). Cabe mencionar que la
disminucién de la frecuencia cardiaca no afecto el desarrollo embrionario ni la
supervivencia del pez cebra (Figura 17 C).

La frecuencia cardiaca aumenta conforme el desarrollo del pez cebra va
progresando y en la Figura 16 B se muestra el incremento de las frecuencias
cardiacas de las 24 a las 48 hpf de los embriones tratados y los embriones testigo.
Se puede observar que los Ipm de los embriones tratados incrementa
significativamente 2.18 veces que son aproximadamente 75 latidos, en comparacion
a los embriones testigo que en condiciones normales incrementan su frecuencia
cardiaca por 63 latidos, sin embargo, la etapa de eclosion de los embriones tratados
no se vio afectada por la diferencia de Ipm (Figura 17 C).
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Figura 15. Evaluacion de las frecuencias cardiacas. (A) Distribucion de frecuencias
ajustadas mediante una curva tipo Gausssiana de la frecuencia cardiaca en
embriones testigo y tratados. (B) Tabla de comparacion de pardmetros de ajuste de
las distribuciones de frecuencias cardiacas a las 24 y 48 hpf.
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4.2 Acido picroldnico

El porcentaje de supervivencia de los embriones expuestos a 4 tratamientos y un
grupo control se muestra en la Figura 17 A. Comparamos los porcentajes de
supervivencia entre los embriones expuestos con respecto al grupo control y
detectamos que los embriones expuestos a los SWCNTSs tuvieron mayor porcentaje
de supervivencia. Estos porcentajes no cambiaron en las horas de observacion, es
decir, a las 24 y 48 hpf se mantuvo la misma proporcion de supervivencia tanto los
embriones expuestos como en el grupo control.

Se realizé una tabla de contingencia (Figura 17 B) donde se presentan los conteos
de frecuencias de cada tratamiento. Esta tabla se analiz6 con la prueba de chi
cuadrada (X?) para probar la asociacion entre el agente de exposicion y la
supervivencia o mortalidad de los embriones. Como podemos observar en la Figura
17 B, el valor p es menor que el nivel de significancia de 0.05 (< 0.0001) y el valor de
X2 es de 51.83 con 4 grados de libertad; estos valores nos demuestran que existe
una asociacion entre el agente de exposicion y la mortalidad o supervivencia de los
embriones.

Los SWCNTs presentan una afinidad hacia el corion de los embriones, sin embargo
la exposicion a estas nanoparticulas no afecta la supervivencia del pez cebra
durante su desarrollo embrionario como se puede observar en la Figura 17 C.
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DISCUSION

Este trabajo demuestra que la exposicion a los SWCNTs en ambientes acuaticos
disminuye las frecuencias cardiacas de los embriones de pez cebra sin afectar su
desarrollo e influye en su supervivencia cuando estan expuestos a un mutageno y/o
solvente.

Los embriones identificados y capturados a las 4 hpf, es decir, en el periodo de
blastula, estuvieron bajo observacion a las 24 hpf, en el periodo de faringula, debido
a que en ese momento se puede observar el latido cardiaco, y a las 48 hpf, en el
periodo de eclosién, debido a que en ese periodo se finaliza la rapida morfogénesis
de los érganos primarios, la eclosion ocurre asincronicamente (Kimmel et al., 1995) y
el latido cardiaco se intensifica conforme se acerca el término del desarrollo
embrionario.

Un estudio previo reveld mediante microscopia electrénica que el corion de los
embriones de pez cebra actia como una barrera protectora que impide el paso de
los aglomerados de los SWCNTs a través de los poros. También revelé que los
CNTs se adhieren facilmente al corion indicando que tienen una afinidad bioldgica.
Los embriones de pez cebra en este estudio, fueron expuestos a 6 concentraciones
de SWCNTs (20, 40, 60, 120, 240 y 360 mg / L) respectivamente, y estuvieron
expuestos a 120, 240 y 360 mg / L de SWCNTs (Cheng et al. 2006).

En este trabajo los embriones fueron expuestos a 20 pg / mL de SWCNTs, la
concentracion mas baja utilizada en el estudio previo, y también se observo la
afinidad de los SWCNTs al corién y se sugiere que los aglomerados cubren los
poros del corion impidiendo el intercambio de oxigeno causando una hipoxia y asi
una disminucién en la frecuencia cardiaca de los embriones de pez cebra, sin
embargo el desarrollo de los embriones no estuvo afectada por esta disminucién.

En este trabajo también se demuestra que los SWCNTs pueden aumentar la
supervivencia de los embriones cuando estan expuestos a un mutageno y / o
disolvente, en este caso el acido picrolénico y el DMSO respectivamente. Estudios
anteriores han resumido y demostrado que los CNTs poseen una gran capacidad de
adsorcion la cual es atribuida a su estructura porosa y a su gran area de superficie,
asi como sus propiedades quimicas, mecanicas y su estabilidad térmica. Los CNTs
poseen una gran superficie, la cual tiene uniones de van der Waals para unirse
fuertemente con moléculas adsorbentes en los espacios de la estructura porosa de
estas nanoparticulas (Mubarak, et al.,, 2014). Investigadores han estudiado la
remocién de metales pesados utilizando los CNTs como tratamiento de aguas de
acuerdo a las capacidades anteriormente descritas.
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Un estudio previo en el laboratorio propuso mediante el ensayo de Ames en
Salmonella typhimurium que los SWCNTs tienen la capacidad de reducir la
mutagenicidad el acido picrolénico (Barajas et al., 2014). Este trabajo propone la
capacidad de reduccion en la toxicidad probada en un modelo vertebrado, asi mismo
estas nanoparticulas son capaces de aumentar la tasa de supervivencia de los
embriones cuando estan expuestos a un disolvente como el DMSO.

Este trabajo ha contribuido con una nueva perspectiva acerca de la aplicacion de los
SWCNTs en ambientes acuéticos, ya que puede propiciar a un aumento en la
supervivencia de especies que habitan en este tipo de ecosistemas, asi como un
tratamiento de aguas, sin embargo se proponen mas experimentos para estudiar los
efectos toxicos de los SWCNTSs en otros organismos acuaticos asi como terrestres, y
crear 0 mejorar la técnica de medicién de frecuencias cardiacas para que sea mas
confiable que un doble ciego.

CONCLUSIONES

En conclusion, los SWCNTs pueden causar una alteracion fisiol6gica, disminuyendo
las frecuencias cardiacas de los peces cebra durante su desarrollo embrionario, sin
embargo no afectan su supervivencia, al contrario, se demostré6 que posiblemente
por sus propiedades de adsorcion protegen a los embriones del mutageno y / o
disolvente, ya que las moléculas de estos agentes pueden ser retenidas en la
superficie de los SWCNTSs.
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