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RESUMEN

Transformacion de plantas con nanotubos de carbono
funcionalizados con acidos nucleicos

Uno de los objetivos mas importantes de la biotecnologia agricola es encontrar un método rapido y eficaz para la
transformacién genética de plantas. Los métodos existentes para la transformacion genética de plantas actualmente
no cumplen por completo con ese objetivo, ya que estan limitados por diferentes factores tales como el tipo de tejido
del que se extraen las células, la especie de interés, o por su nivel de biocompatibilidad. No obstante, la mayor limi-
tante de estos métodos es la presencia de la pared celular, la cual actia como una barrera fisica que interfiere con el
transporte de macromoléculas hacia interior celular.

Actualmente, ha surgido un gran interés por el uso de nanotubos de carbono (CNTs), especialmente cuando son
funcionalizados al afadirles grupos funcionales sobre su superficie debido a sus posibles aplicaciones dentro de la
biotecnologia. Una de las mas importantes aplicaciones es la posibilidad de utilizar CNTs para mediar la transfeccion
de células animales y la transformacion genética de células de plantas. Diversos reportes han demostrado que los
CNTs pueden ser empleados para mediar la transfeccién de células de mamifero, ya que éstos son capaces de
atravesar la membrana celular faciimente transportando consigo a los &cidos nucleicos. Sin embargo, debido a la
falta de estudios, no se sabe aln con claridad si los CNTs pueden atravesar la pared celular, o si pueden de mediar
la transformacién genética.

En este estudio se realiz6 la funcionalizacién de CNTs de pared multiple (MWCNTSs) con aminas alifaticas para au-
mentar su afinidad por los acidos nucleicos. Posteriormente, se realizaron pruebas para determinar si los MWCNTs
funcionalizados con aminas son capaces de atravesar la pared celular y mediar la transformacion genética en células
en suspension de Nicotiana tabacum. Los resultados obtenidos a partir de dichas pruebas sugieren que los
MWCNTSs no son capaces de atravesar la pared celular de células intactas, pero si son capaces de atravesar la pa-
red celular de las células en proceso de plasmdlisis, dando lugar a su transformacién genética. Asimismo, se deter-
min6 que los MWCNTSs funcionalizados con aminas poseen un alto nivel de biocompatibilidad, ya a que no se encon-
tré ninguna evidencia de actividad toxica. Estos resultados poseen importantes implicaciones nanotecnoldgicas y
biotecnoldgicas ya que no sélo representan una alternativa atractiva a los métodos de transformacion genética de
plantas basados en CNTs, sino que también aportan informacién relevante para el desarrollo de lo que hoy en dia se
conoce como “bionanotecnologia”.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Nanotubos de carbono, caracteristicas y funcionalizacion

1.1. Nanotecnologia

La “nanotecnologia” es la encargada del disefio, caracterizacion, y aplicacién de dispositivos y sistemas creados a
partir de materiales de tamafio nanomeétrico o “nanomateriales”, por lo que son mas pequefios que una micra (Figura
1.1). Los “nanomateriales” pueden estar formados por diferentes elementos tales como el oro, el silicio, la plata, el

NANOESCALA

0°8 ONA

NANOTUBOS
9
MOLECULAS
-10

Figura 1.1 La escala nanométrica. Modifi-
cado de http://www.discovernano.northwe
stern.edu/whatis/index.hml/Images/howsal

P9

carbono, ente otros, y poseer diversos tamarios y formas que van desde
las formas planas, cristalinas, dendriticas y ramificadas, hasta las for-
mas esféricas, tubulares y fibrosas [1-3].

1.1.1. Bionanotecnologia

La “bionanotecnologia” es el campo de estudio de la nanotecnologia
que involucra a las ciencias biolgicas [4]. La bionanotecnologia se
encarga de la caracterizacién, procesamiento, y la organizacién de los
nanomateriales dentro de los sistemas biologicos empleando biomolécu-
las tales como acidos nucleicos, proteinas, lipidos, carbohidratos, etc.,
asi como de la fabricacion de nanomateriales hibridos o “bionanomate-
riales” con novedosas propiedades y aplicaciones [2, 4].

Las principales actividades realizadas dentro de la bionanotecnologia
involucran la manipulacion y organizacion de biomoléculas capaces de
autoensamblarse sobre la superficie de un nanomaterial a través de
una serie de pasos metodologicos que implican [5]: a) el desarrollo de
técnicas de autoensamblaje y alineamiento para la fabricacion de los
bionanomateriales hibridos a partir de la interacciéon “biomolécula—
nanomaterial”; b) el desarrollo y fabricacién de dichos hibridos; c) el
desarrollo de técnicas analiticas que permitan la seleccién y caracteriza-

cion de los bionanomateriales funcionales; d) la modelacion y prediccion del comportamiento de los mismas; y e) la
busqueda de aplicaciones de interés bioldgico [1].

1.1.2. Nanomateriales y biocompatibilidad

La fabricacion y el uso de los nanomateriales puede traer consigo un potencial riesgo a la salud y al ambiente, es por
eso por lo que diversas areas dentro de la toxicologia se han encargado de determinar el nivel de biocompatibilidad
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de estos materiales, a partir del estudio de sus propiedades toxicas [6-8]. Asi, es posible identificar cuales son las
diferentes vias de exposicion y mecanismos por los cuales los nanomateriales pueden actuar como agentes nocivos
[8, 9], y definir niveles de exposicidn seguros, para emplearlos dentro de un sistema bioldgico con mayor seguridad
[2, 8]. La biocompatibilidad entonces se define como la habilidad de un material para actuar de manera segura sin

causar dafios o efectos adversos a un sistema bioldgico (célula, tejido,
érgano, individuo, poblacion, etc.).

Dentro de los bioensayos recomendados para determinar la biocompa-
tibilidad de un material, se encuentran aquellos que evallan su activi-
dad citotdxica y genotdxica. El término citotdxico describe la capacidad
de un material para inducir muerte o inhibir la proliferacién celular,
mientras que el término genotdxico describe la capacidad para causar
mutaciones directamente en el DNA o en los cromosomas de un or-
ganismo [7].

1.2. Nanoestructuras de carbono

Uno de los grupos de nanomateriales mas investigados es el de las
nanoestructuras o nanomateriales de carbono (Figura 1.2) [8-10].
Estos nanomateriales poseen extraordinarias propiedades opticas,
magnéticas, eléctricas, y mecanicas, las cuales los hacen excelentes
candidatos para el desarrollo de diversas aplicaciones en areas como
la industrial, la electrénica, la quimica, y especialmente en las ciencias
biolégicas [1, 3, 9, 11]. Asimismo, cuando estos materiales interactuan
con diferentes moléculas bioldgicas (aminas, proteinas, lipidos, y &ci-
dos nucleicos) se pueden obtener bionanomateriales hibridos con
nuevas propiedades fisico-quimicas y bioldgicas [3, 7, 8, 11, 12].

1.2.1. Historia sobre las nanoestructuras de carbono

Antiguamente se pensaba que la familia del carbono elemental estaba
conformada por el diamante, el grafito, el carbono amorfo y el poliace-
tileno (Figura 2); sin embargo, en 1985 Harold Kroto y Richard Smalley
[13, 14] descu-
brieron un nuevo
miembro  conoci-

a
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Figura 1.2. Familia del carbono alotrépico
elemental: a) diamante; b) grafito; c) car-
bono amorfo; d) poliacetileno. Modificado
de http://wpcontent.an wedn.com/ wikipe-
dia/commons/thumb/f/f8/Eight_Allotropes_
of_Carbon.png/300px-Eight_Allotropes_of
_Carbon.png

Figura 1.3. Micrografia TEM de un fulle-
reno de paredes multiples. Tomada de:
http://www.iwr.uni-heidelberg.de/organizati
on/bioms/schwar z/nanoparticle.jpg.

do como “fullerenos”. Los fullerenos son cajas cerradas forma-
das por atomos de carbono (Figura 1.3) con diferentes estructu-
ras que van desde las formas esféricas y conicas, hasta las
SWCNT tubulares [15]. A partir de las formas tubulares se puede deri-

var un nuevo grupo de estructuras conocidas como “nanotubos
de carbono” o CNTSs; por sus siglas en inglés, las cuales se

Figura 1.4. Esquema de los dos tipos bésicos de
CNTs, en el cual se muestra un SWCNT y un

agrupan basicamente en dos tipos (Figura 1.4): los CNTs de

MWCNT. Modificado de Hersam, 2008 [16]. pared simple SWCNTSs; por sus siglgs en ingllés, y los CNTs de
pared multiple o MWCNTSs; por sus siglas en inglés [14-16].
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Figura 1.5. Micrografias TEM de Ra-
dus hkevich y Lukyanovich. Tomada
de Radushkevich, 1952 [23].

Figura 1.6. Micrografias obtenidas por
Oberlin de lo que podria ser un DWCNT.
Las flechas indican las zonas semejan-
tes a un SWCNT. Tomado de Oberlin,
1976 [25].

barras de grafito, vaporizandolas para obtener una masa condensada de

Es bien conocido que en 1991 el descubrimiento de los SWCNTs fue
publicado independientemente en la revista Nature [17] por los investiga-
dores ljima [18] y Bethune [19]; sin embargo, muy pocos saben que a
partir del afio de 1889 ya se habia mencionado la existencia de filamentos
formados por carbono obtenidos a partir de la descomposicion térmica de
hidrocarburos como el metano [20-22]. Posteriormente, con la llegada del
Microscopio Electronico de Transmisién (TEM, por sus siglas en inglés) en
los afios 50, los investigadores rusos Radushkevich y Lukyanovich evi-
denciaron la naturaleza tubular de dichos filamentos (Figura 1.5) [23]; pero,
a causa del estallido de la guerra fria y al limitado acceso de las publica-
ciones rusas, muchos de estos articulos ni siquiera han sido mencionados
en la literatura [17]. No obstante, los investigadores rusos deberian ser
acreditados por el descubrimiento de los CNTs.

En el afio de 1958, Hillert y Lange reportaron la existencia de fibras de
carbono con multiples capas que exhibian una estructura concéntrica, tal
como la de los MWCNTSs; sin embargo, estas observaciones pasaron
desapercibidas [24]. Mas tarde, en 1976 Oberlin y colaboradores publica-
ron una imagen que pareciera mostrar la figura de un CNT de paredes
dobles (DWCNT, por sus siglas en inglés) con algunas zonas semejantes
aun SWCNT (Figura 1. 6) [25].

En los afios ochenta cuando la
microscopia TEM fue mejorada
y las investigaciones realizadas
por ljima abrieron paso al estu-
dio de la estructura de los CNTs
con una mayor resolucion [17,
26, 27). ljima hacia pasar chis-
pas eléctricas a través de dos

&
’ « s

carbono, que al observar al microscopio electrénico de transmisién de alta
resolucion (HRTEM, por sus siglas en inglés) presentaba moléculas tubula-
res y huecas con multiples capas (Figura 1.7) denominadas MWCNTSs [27,

: b‘

Figura 7. Micrografias HRTEM origi-
nales realizadas por ljima. Tomado

28].
1.3. Nanotubos de carbono (CNTs)

Los CNTs son macromoléculas cilin-
dricas, cuyas paredes estan forma-
das por &tomos de carbono que for-
man un enrejado hexagonal o de
panal (Figura 1.8-A), las cuales pre-
sentan didmetros variados que van
desde algunos nandmetros hasta
unas cuantas micras. Los extremos
de las paredes (Figura 1.8-A) pueden

de ijima, 1991 [27].

Figura 1.8. A) Esquema de las regiones basicas de un SWCNT; micrografias
HRTEM de un MWCNT con extremos cerrados (B), y extremos abiertos (C).
Modificado de Dresselhauss 2001 [14]; Dai, 2002 [31]; y http://www.rsc.org/ej
g a/JM/2004/b310609h-ga.gif



encontrarse cerrados por estructuras
derivadas de fullerenos formando una
capsula (Figura 1.8-B), 0 a encontrarse
abiertas (Figura 1.8-C) [29-31].

La formacion del cilindro de un CNT
puede ser visualizada a partir del enro-
llamiento de una hoja de grafito (Figura

Figura 1.9. Formacion del cilindro que compone la pared de un CNT. Los
puntos O y A e unen durante el enrollamiento de la hoja de grafito. Modifi-

1.9), conectando Ic.)s puntos O'y A den- cada de: http://cdn.dipity.com/uploads/events/cc84e342f043cb06938cf92¢
tro del vector qU|raI Ch [14, 16, 30] 1329ec0f_1M.png

Asimismo, en la hoja de grafito se han

determinado diferentes parametros que influyen en la simetria de un CNT: el vector OA llamado vector quiral o C=
nas+ ma, definido por los vectores as y az, y el angulo quiral 6 respecto al eje zigzag. La operacién de simetria basi-
ca define la direccion de enrollamiento de la hoja de grafito, y esta formada por el vector OB = T (Figura 1.10) [14,
16].

armchair zigzag chiral

I 0
& A
e ; o034

(n, n)

simetria de reflexién

Figura 1.10. Parametros basicos de la hoja de grafito que dara origen a un nanotubo de carbono (a). Clasificacion de los
CNTs de acuerdo con su simetria quiral y simetria de reflexién (b). Modificada de Balasubramanian, 2005 [30];
http:/[fgmdb.nal.go.jp/sspsimg/jimages/jimage3_1/fig-3_1_1.gif; y http://theory.Isi.-polytechnique.fr/results/nanotubes/nano
tubes.jpg.

Los extremos cerrados de los CNTs estan formados por la combinacion de atomos de carbono dispuestos en anillos
pentagonales y hexagonales, como en los fullerenos [15, 32]. El “teorema de Euler” (Figura 1.11-A) indica que se
necesitan 12 pentadgonos (Figura 1.11-B) para la obtener un CNT ideal cerrado por ambos lados [15, 33], ya que
cuando se coloca un pentagono y a su alrededor cinco hexagonos se obtiene una curvatura convexa de la superficie.
Por otro lado, “la regla del pentadgono aislado” establece que la distancia entre los pentagonos debe estar maximiza-
da para obtener una minima curvatura local, resultando asi en una estructura muy estable y con un didmetro mayor
(Figura 1.11-C) [15, 34].


http://fgmdb.nal.go.jp/sspsimg/jimages/jimage3_1/fig-3_1_1.gif
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Figura 1.11. A) Estructura ideal que cumple
con el teorema de Euler, y presenta 12 penta-
gonos (rojo). B) Superficie convexa de los
extremos cerrados formada por un pentagono
asociado a 6 hexagonos. C) Regla del penta-
gono aislado. Modificado de hitp://cont
ent.answer.com/main/content/wp/en/thumb/3/3
1/200px0a.png; y http://www.nanonet.g-o0.jp/en
glish/mailm ag/2006/files/070a1.gif

1.3.2. Sintesis de CNTs

Tedricamente, la estructura mas pequefa esta-
ble obtenida durante la sintesis de CNTs, es
una molécula de fullereno con 60 atomos de
carbono (Ceo); sin embargo, para formar un CNT
ideal se toma dicha molécula y se corta por la
mitad, insertandoles un anillo de 10 atomos de
carbono para originar una molécula formada por
70 atomos carbonos (Cr). Esta molécula es
considerada como el CNT de menor tamafio.
Asi, al ir agregando mas anillos se obtienen
cilindros que incrementan su longitud de 10 en
10 (Figura 1.13) [30].

En la realidad, el modelo mas aceptado para
explicar la formacién y el crecimiento de un
CNT (Figura 1.14) propone que durante su
sintesis los atomos de carbono obtenidos a
partir de fuentes como el metano, acetileno, Co,
etc., comienzan a difundir sobre una superficie
catalizadora que contiene particulas metalicas
(Fe, Co, Ni, 0 el Mo), sobre las cuales se forma

1.3.1. Clasificacion de los CNTs

Los CNTs presentan tres diferentes clasificaciones de acuerdo con
las caracteristicas de sus paredes. La primera clasificacion se
basa en el numero de paredes que presentan [35], y basicamente
existen dos tipos: los SWCNTSs (Figura 1.12-A) que consisten en
de una sola pared [16, 32, 36, 37]; y los MCWNTSs (Figura 1.12-B),
considerados como colecciones concéntricas de multiples paredes
0 SWCNTs separados por un espacio interplanar aproximado de
0.36 nm [14, 15, 27, 31, 32, 37, 38]. La segunda clasificacién se
basa en la simetria que poseen (Figura 1.10-b) dividiéndose en dos
tipos: 1) los CNTSs con simetria de reflexion isomdrfica; y 2) los CNT
sin simetria de reflexion o no-isomérficos [35]. La tercera clasifica-
cién se basada en los indices de Hamada o de “quiralidad n y m”
(Figura 1.10-a), de los cuales se derivan tres tipos (Figura 1.10-b):
1) los CNTs de tipo armchair cuando n =m, y ® = 30° [14, 30, 39];
2) los CNTs de tipo zigzag cuando m=0y ® = 0°; y 3) los CNTs de
tipo quiral, cuandon>m >0,y 0° <® < 30° [14, 16, 30].
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Figura 1.12. Comparacion entre las estructuras y dimensiones de
un SWCNT (A) y un MWCNT (B) de dos paredes (DWCNT).
Tomado de http:/jnm.snmjournals.org/content/48/7/1039/F1.larg

e.jpg.

Figura 1.13. Modelo de la insercion de anillos con 10 dtomos de
carbono que originan un CNT a partir de un fullereno Ceo. Modifi-
cada de: http://nano.nchc.org.tw/dictionary/ima-ge/c60-4.gif
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un precursor que sufre un proceso de grafitizacion (formacion de hexagonos) por el cual se origina la pared cilindrica

de un CNT [15, 40, 41]. En la

actualidad  existen  diversos
métodos la sintesis de CNTs
que emplean diferentes estrate-
gias con las que se pueden
obtener SWCNTs o MWCNTs
con diferentes dimensiones,
grados de pureza, y escala de
produccion.

catalizador

1.3.2.1. Sintesis por descarga

Crecimiento de nanotubos
sobre los catalizadores

difusion del carbono
(reaccién quimica)

i P i )

crecimiento del
nanotubo

acumulacién de carbono
precursor de los nanotubos

de arco

Figura 1.14. Modelo de crecimiento de CNTs sobre catalizadores metalicos duran-

En este método se hace pasar
una corriente directa a través de
dos barras de grafito se paradas por una distancia
aproximada de 1 mm, vaporizandolas en presencia
de gas He o Ar a baja presion. Esto origina un plas-
ma caliente (Figura 1.15) [14, 40] que contiene una
porcion interna muy fragil formada por CNTs vy fulle-
renos; y otra porcion externa muy dura formada por
cristales de grafito [15, 42]. Si la descarga se realiza
en presencia de catalizadores metélicos se obten-
dran mayoritariamente SWCNTSs; de otro modo se
obtendran en su mayoria MWCNTSs [15].

1.3.2.2. Sintesis por vaporizacion laser

El método consiste en hacer incidir un laser de ma-
nera continua o en forma intermitente sobre grafito
en presencia de una mezcla de metales y gases (He,
Ar, etc.) a baja presion dentro de un horno a tempe-
ratura de 1200°C (Figura 1.16). El grafito se vapori-
za y expande, enfriandose rapidamente, permitiendo
que clusteres de carbono se adhieran y depositen
en un colector, los cuales contendran basicamente
una mezcla de SWCNTSs con algunas nanoparticulas
de carbono amorfo y fullerenos [15, 40].

1.3.2.3. Sintesis por deposicion quimica de vapor

El método de sintesis por deposicién quimica de

te su sintesis. Modificado de Kageyama, 2007 [40].

Descarga de arco

produccion de
nanotubos de carbono

gas helio

Figura 1.15. Esquema del método de sintesis por descarga
de arco. Modificado de Kageyama, 2007 [40].

Vaporizacién laser

laser horno eléctrico nanotubos

colector

gas argén grafito

Figura 1.16. Esquema del método de sintesis por vaporiza-
cion laser. Modificado de Kageyama, 2007 [40].

vapor es utilizado para producir CNTs a gran escala (Figura 1.17). La técnica utiliza una fuente de carbono en fase
gaseosa (metano, acetileno, etc.) dentro de un horno en presencia de gases como He o Ar, a una temperatura
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aproximada de 500-1000 °C [15, 40, 41]. Con este método
se pueden obtener tanto SWCNTs como MWCNTSs con
didmetros y longitudes que van desde unas cuantas mi-
cras hasta a unos cuantos milimetros [40].

1.3.3. Purificacion de CNTs

Una vez que los CNTs han sido sintetizados, se procede a
purificarlos y seleccionarlos. Los métodos de purificacion
incluyen procedimientos selectivos entre los que destacan
los métodos de oxidacion, tratamientos con sustancias
organicas, centrifugaciones, filtraciones, ultrasonicaciones,
cromatografias, entre otros. Estos procedimientos permi-
ten la separacion de formas indeseables (fullerenos, car-
bono amorfo) e impurezas (catalizadores, etc.) que son

Deposicion quimica de vapor (CVD)

crecimiento
de nanotubos

L&oﬁzadm

Figura 1.17. Esquema del método de sintesis por vapo-
rizacion por deposicion. Modificado de Kageyama, 2007
[40].

producidas durante la sintesis, con la posibilidad de separarlos por didmetro, longitud y tipos (SWCNTs 0 MWCNTS)

[14, 15, 35, 42],

Unidad de piracileno

Extremo

Figura 1,18. Extremo de un CNT que
presenta una unidad de piracileno. Modifi-
cado de http://ertekin.mechs.illinois.edu/fi
les/2011/08/K T.png

Figura 1.19. Defectos tipo Stone-Wales: A)
Vista superior de un CNT con defectos
pentagonales (en rojo); B) vista frontal del
CNT que muestra la distorsion en la super-
ficie debido a la presencia del defecto.
Modificado de Balasubramanian, 2005 [30].

1.3.4. Defectos de la superficie

Los CNTs no son estructuras ideales, ya que durante su sintesis se
forman defectos sobre la superficie de sus paredes que alteran el
numero de atomos de carbono que los componen y por lo tanto su
morfologia. Aproximadamente mas del 3% de los atomos de carbono
de un CNT se localizan en sitios con defectos, principalmente forman-
do estructuras en forma de anillos pentagonales. Estos defectos pro-
ducen una distorsion local en la superficie, provocando una curvatura
convexa, muy pronunciada y tensa que aumenta considerablemente la
reactividad quimica del CNT [30, 43-45].

Una de las estructuras con defectos mas conocidas localizadas en los
extremos cerrados de un CNT son las unidades de piracileno o estruc-
turas “6-5-5-6” (Figura 1.18) las cuales poseen defectos pentagonales
[30, 43, 46]. Otras estructuras asociadas a defectos pentagonales son
las unidades “Stone-Wales” o estructuras “7-5-5-7" (Figura 1.19), las
cuales presentan un par de anillos pentagonales unido a un par de
anillos heptagonales). Debido a la gran importancia que tienen los
defectos en la modificacion quimica de los CNTs, existen diversas
estrategias para inducir defectos sobre las paredes ideales, ya sea
variando las condiciones para la sintesis, 0 una vez sintetizados ex-
ponerlos a radiacion o la oxidacion [30, 44, 45].

1.3.5. Propiedades generales de los CNTs

Los CNTs son estructuras con extraordinarias e inigualables propie-
dades, las cuales se originan a partir del peculiar arreglo que se forma
por los enlaces entre sus atomos de carbono [36, 47].
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1.3.5.1. Propiedades electronicas

Las propiedades electronicas de un CNT dependen del didmetro y del arreglo geométrico-espacial de sus atomos de
carbono, por los que existen CNTs que se comportan como largos cables por los cuales los electrones pueden pro-
pagarse libremente como si fueran metales ordinarios, y CNTs que se comportan como materiales semiconductores
(Figura 1.20-A). Estas propiedades los hacen candidatos ideales para el desarrollo de circuitos eléctricos, nanopro-
cesadores, y otros dispositivos electronicos [47, 48].

Figura 1.20. Representacion grafica de un SWCNT conduciendo a lo largo de su eje electrones (A) y calor (C). En (B)
se muestra un SWCNT emitiendo fotones en diferentes longitudes de onda al ser radiado con luz infrarroja.

Las paredes de un CNT presentan un patron hexagonal que se repite periédicamente en el espacio, cada atomo de
carbono estad unido covalentemente a tres atomos de carbono vecinos cuya hibridacién es sp? [36]. A diferencia del
grafito, las uniones sp? en los nanotubos no son “puras”, debido a que el enrollamiento de la hoja de grafito produce
una rehibridacion de los orbitales o y 7, cambiando el tamafio de sus lobulos (Figura 1.21) [49]. Particularmente, los
enlaces 7 que se encuentran por fuera del plano son enlaces muy débiles, y cuando se hace pasar una corriente

eléctrica los electrones fluyen a través de

A omtte . B Grafito o o éstos[14, 33, 36, 47, 48, 50].
® ® ® ] ] o]
® ) ] L ® ®
.. x { }x e ey N}o\: e
I 1.3.5.2. Propiedades térmicas y dpticas

Rehibridacion de orbitales

Enrollamiento ‘ ‘ Enrollamiento

T Los CNTs presentan una notoria conduc-

‘ ‘ !r. - . tividad térmica en direccion a su eje (Figu-
¢ \{ N "40 o« . ‘:\ ra 1.20-C) [35], la cual es inversamente
L) ) Va4 . L) . i
4 CNT \ CNT propormongl al su qlametro y directamen

te proporcional al nimero de defectos [51].

Por ofro lado, los CNTs también poseen

Figura 1.21. A) Rehibridacion de orbitales 7 y o debido al enrollamiento ~ C1eta actividad optica, la cual esta muy
de la hoja del grafito. Modificada de http://www.fq.uh.cu/dpto/giine ~ relacionada con el caracter metalico o
stor/enlace _web/descrptiva_final_web/Periodicidadlaminas/Grafito-Pi.gif semiconductor; éstos son capaces de

emitir fotones a diferentes longitudes de
onda cuando son irradiados con luz infrarroja (Figura 1.20-B). Por lo anterior, los CNTs se han propuesto para el
desarrollo de dispositivos dpticos y sensores [15, 52, 53].

1.3.5.3. Propiedades mecanicas

Algunas propiedades mecanicas interesantes que poseen los CNTs son su alta rigidez comparable con la del dia-
mante, torsién, compresion, flexibilidad y elasticidad [54]. Estas contrastantes propiedades son originadas por la
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presencia de los enlaces o de alta energia entre los ato-
mos de carbono (Figura 1.21) [49, 55]. Los CNTs pueden
ser doblados y comprimidos a lo largo de su eje sin causar-
les dafio alguno por un mecanismo conocido como “com-
presion axial’. Inicialmente el CNT permanece rigido y
erecto, hasta un punto en el que la presion ejercida sobre
él aumenta hasta doblarlo en un angulo perpendicular a su
eje, al retirar la fuerza el CNT regresa a su estado original

sin dafio alguno aparente (Figura 1.22) [55, 56] [54, 57-59].  Figura 1.22. A) SWCNT doblado por la mitad; B)
SWCNT enroscado. Modificado de Bernholc, 2002
[57]; y http://www.ch.ic.ac.uk/local/projects/unwin/nano

1.3.5.4. Solubilidad y dispersabilidad tub.GIF.

Una de las caracteristicas de los CNTs es su baja solubilidad y dispersabilidad en agua [43], por lo que son conside-
rados como moléculas altamente hidrofobicas. Los CNTs tienden a formar cimulos y agregados (Figura 1.23) a
través de fuerzas Van der Waals muy estables, lo cual impide su dispersion y separacién en nanotubos individuales
[60]. La solubilidad /dispersabilidad de los CNTs se ve influenciada principalmente por el diametro y la longitud [61],
por tal motivo un CNTs corto sera mucho mas facil
de dispersar y solubilizar que un CNT de mayor
dimensién [62].

En la actualidad se recurre al uso de solventes
organicos como el tetrahidrofurano (THF), dimetil-
formamida (DFM) y el isopropanol para aumentar la
N solubilidad y dispersabilidad en medios acuosos
Figura 1.23. Representacion de un cimulo de SWCNTs (iz-  [63]; sin embargo, el uso de solventes organicos
quierda). Micrografia TEM de un cimulo de SWCNTs. Modifi-  puede ser nocivo para su aplicacion dentro de los
cado de Hersam, 2008 [16]; y Dresselhaus, 2001 [14]. sistemas biologicos [7, 8, 12, 64]. Otra forma de

aumentar la solubilidad/dispersabilidad de los CNTs
es a través de su modificacién quimica por medio de la adicién de grupos funcionales como las aminas que son
capaces de interactuar con el agua [43, 65, 66].

1.4. Modificacién y funcionalizacién quimica de CNTs

Cuando se efectua una modificacién o cambio en la naturaleza quimica de un CNT, se emplea el término “modifica-
cion quimica”. El término “funcionalizacién” se utiliza cuando dicha modificacién requiere de la introduccion de grupos
funcionales o grupos quimicamente reactivos respecto al CNT. Si se generan derivados a partir de los grupos funcio-
nales previamente introducidos se utiliza el término “derivatizacién” [7, 43]. Como resultado de la modificacién quimi-
ca es posible obtener “nanoestructuras hibridas” con mayor solubilidad y con novedosas propiedades fisico-quimicas
y bioldgicas [7, 43, 65]. La funcionalizacién de CNTs puede dividirse en dos grandes grupos: 1) la funcionalizacion
no-covalente, y 2) la funcionalizacion covalente (Figura 1.24) [65].

1.4.1. Funcionalizacion no-covalente de CNTs

Los métodos de funcionalizacién no-covalente de CNTs estan basados en la interaccién exoedral (externa) y endoe-
dral (interna) con otras moléculas, sin la necesidad de formar enlaces entre los dtomos de carbono de la pared del
CNT [65].
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FUNCIONALIZACION
NO-COVALENTE

Apilamiento nt-
(exoedral)

Interaccidén endoedral

Hidrofébica
(exoedral)

FUNCIONALIZACION

Defectos oxidados

Superficie ideal

COVALENTE p

Defectos de la superficie

Figura 1.24.Tipos de funcionalizacién de CNTs: 1) funcionalizacién covalente; y 2) funcionalizacion no-covalente. Modi-

ficado de Hirsch, 2002 [45].

Figura 1.25. Interaccion por apilamiento z-z. A) Las nubes
electronicas de los anillos aromaticos interactiian con los
anillos aromaticos de otras moléculas (B). Porfirinas (rojo)
unidas la superficie de un SWCNT (C). Modificado de
Murakami 2007 [67]; http://homepages.eac.uk/scockrofiima
ges/gallery/4.jpg; y http://inbt.jhuedu/images/newsimages/
carbon-nanotubes.jpg
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1.4.1.1. Funcionalizacion por apilamiento z-z

La funcionalizacion exoedral por apilamiento z-z (Figu-
ras 1.24 y 1. 25) se realiza cuando los anillos hexago-
nales de la pared de un CNT interactdan con los anillos
de compuestos aromaticos con orbitales 7 deslocaliza-
dos. Al apilarse el uno sobre el otro desplazan los elec-
trones de sus nubes electronicas (Figura 1.25—A),
resultando en una interaccion muy estable [65]. Algu-
nos de los compuestos aromaticos tipicamente utiliza-
dos son aquellos derivados de pirenos como el N-
succimidyléster-1-pirenobutanoato, los derivados de
pirroles como las porfirinas (Figura 1.25—C), los deri-
vados de indoles, piridinas y xantinas como algunos
aminoacidos, bases nitrogenadas del DNA y moléculas
fluorescentes, entre otros [45, 65, 67].


http://homepages.eac.uk/scockrof/ima%20ges/gallery/4.j
http://homepages.eac.uk/scockrof/ima%20ges/gallery/4.j
http://inbt.jhuedu/images/newsimages/

1.4.1.2. Funcionalizacién por interaccion endoedral

Cuando los CNTs poseen extremos abiertos, su cavi-
dad interna ofrece un espacio para el almacenamiento
de moléculas hospederas (Figura 1.24 y 1.26) como  Figura 1.26. Representacion grafica de un “peapod”. Se
particulas metalicas y metalofullerenos (fullerenos que ~ Muestra un CNT que contiene metalofullerenos - encapsu-
contienen particulas metalicas asociadas en su interior 2905 €n su interior. Modificado de- http:/fwww.Ime pku.e
[45]. Particularmente, los metalofullerenos se encapsu- du.cq/~guoao/res§arch/ﬁg1.1.Jpg,http.//www.chem.nagoya-
u.ac.jp/0 050ver view/050/0501.jpg
lan formando largas cadenas que interactiian a través
de fuerzas Van der Waals (Figura 1.27) [68]. A este
arreglo peculiar en general se le conoce como

“peapods” o de “vaina de chicharos” [45, 68].

1.4.1.3. Funcionalizacion hidrofobica

Este método de funcionalizacion exoedral no covalente ~ Figura 1.27. A) Ejemplo de interaccion hidrofobica entre un
involucra la interaccion hidrofébica de CNTs con  o//CNT Y el SDS. B) Se puede observar el espacio fhidro-

molcuas amflcas (Fua 1.24). Las moécuas /s e % 1000 508 OO e o)
amfifilicas interactian a través de sus regiones  ch/s wents.htm.

hidrofébicas con la superficie del CNT, exponiéndo al

medio acuoso sus regiones hidrofilicas para minimizar la interfase hidrofébica entre los CNTs y el agua (Figura 1.26-
B). Algunos de los compuestos amfifilicos empleados son algunos fosfolipidos [69] y detergentes como el dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Figura 1.27-B). La funcionalizacion por interacciones hidrofébicas se emplea para acoplar
algunos péptidos amfifilicos y acidos nucleicos, los cuales son capaces de enrollarse sobre la superficie de los CNTs
a través de su region hidrofobica adoptando una estructura helicoidal (Figura 1.24) [65]. Otros compuestos como el
poliestireno-sulfonato (PSS), el polivinilpirrolidona (PVP) interaccionan tanto hidrofobicamente como por apilamiento
n-m, haciendo mas estable su
interaccion con los CNTs [65].

. . .y 0090 00 0

1.4.2. Funcionalizacién cova- NPt ol

lente de CNTs HSO, p
— (4]

A diferencia de la funcionaliza- HNO,

cion no covalente, la funcionali-

. r . 0
zacion covalente requiere de la ot o} Nodro

formacion de enlaces quimicos
para la adicion de grupos fun-
cional. Muchas de las aplicacio- ~ Figura 1.28. Funcionalizacion covalente de los defectos oxidados. Los CNTs son
nes de los CNT requieren de la  {ratados con &cidos para inducir la aparicion de efectos oxidados y cortes en las
paredes. Durante la derivatizacion, los grupos carboxilo de los defectos reaccionan
con los grupos amino de la amina alifatica DO por simple reaccion de amidacion,
permitiendo que ésta se adhiera covalentemente a la pared.

funcionalizacién covalente, es
por eso que se han desarrollado
diferentes métodos entre los que
destacan los que hacen uso de
tratamientos oxidativos y los que realizan la adicion directa de un grupo funcional en la pared [43, 45, 65, 70].
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1.4.2.1. Funcionalizacion covalente de los defectos oxidados

Esta metodologia utiliza mezclas de acidos como el H>SO. y el HNO3 u otros agentes oxidantes como el OsQOy y el
K2Cr,0y, para obtener CNTs altamente desgastados y con una gran cantidad de defectos oxidados (Figura 1.28) los
cuales poseen grupos funcionales (&cidos carboxilicos, cetonas, alcoholes y ésteres) capaces de unirse a otras mo-
léculas a través de la amidacion y la esterificacion [65].

Generalmente, agentes como el N-hidroxi succinimidil
éster (NHS), el 1-etil-3—(3—dimetil aminopropil) — carbo
dimida (EDC), el N,N"-diciclo hexil carbodiimida (DCC),
el SOCI; son utilizados para obtener grupos reactivos
intermediarios que funcionen como anclaje para la
introduccién de los grupos funcionales de interés [65].
Una de las primeras funcionalizaciones llevadas a cabo

Figura 1.29. A) Extremo de un MWCNT abierto (flecha . . . o
negra) de un MWCNT por tratamiento &cido. B) Paredes a través de este método fue la reacciones de amidacion

desgastadas y rotas (flechas blancas) de un MWCNT tra-  (Figura 1-2§) con una amina de cadena alifatica llama-
tados con &cidos. Modificado de Saito, 1997 [73];  da octadecilamina (ODA) [71].
http://www.fz-juelich.de/cae/servlet/contentblob/923550/pos

ter/10861/TEMox_jpg.jpg;jsessionid=CE64E54E98049E95 A pesar de que los CNTs obtenidos por este método
1 8754FDED8B75DA2. - ; A
son quimicamente reactivos y muy solubles [30]; éstos
también presentan paredes altamente desgastadas
(Figura 1.29) que han perdido sus propiedades intrinsecas [43, 46, 48, 70, 72, 73], y debido a que los defectos oxi-
dados se asocian a la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) presentan una notable actividad toxica [74-
78], contaminante e indeseada [8, 43, 46, 70, 72].

1.4.2.2. Funcionalizacion covalente, libre de solventes, para superficies ideales

En comparacion con el método de funcionalizacién por defectos oxidados, la funcionalizacion covalente, libre de
solventes, para superficies ideales introduce directamente los grupos funcionales sin necesidad de utilizar tratamien-
tos oxidativos. Este tipo de funcionalizacién se basada en la quimica de fullerenos, por lo que la reactividad quimica
sera inversamente proporcional al diametro; por lo que un CNT de menor didmetro presentara una mayor reactividad
quimica en comparacién a uno de mayor diametro [45, 79]. Sin embargo, los CNTs con paredes ideales son préacti-
camente inertes, y es necesario que se cumplan dos condiciones para que aumente su reactividad: 1) la piramidali-
zacion del orbital 7 del &tomo de carbono al que se uniran al grupo funcional de interés; y 2) el desalineamiento de
los orbitales m entre un par de atomos de carbono (Figura 1.30).

La “piramidalizacion” es el proceso por el cual un atomo de carbono de la pared de un CNT sufre un proceso de
rehibridacién durante su union a un grupo funcional, pasando de una geometria trigonal sp? a una geometria tetrae-
dral sp? (Figura 1.30-A). Este proceso es altamente permisible en fullerenos debido a su curvatura pronunciada,
mientras que Unicamente los CNTs con extremos cerrados seran los mas susceptibles a la piramidalizacion; sin
embargo el uso de especies altamente reactivas como carbenos, nitrenos, arilos y haldégenos promueve que la pira-
midalizacién puede realizarse en las paredes de CNTs con extremos abiertos [45, 80]. En fullerenos los enlaces n
entre atomos de carbono estan casi perfectamente alineados por lo que no sufren ninguna distorsién aparente; no
obstante, en los CNTs debido al efecto de enrollamiento de la hoja de grafito, los orbitales = de algin par de atomos
de carbono pueden “desalinearse” y sufrir una torsion en direcciones opuestas, lo cual aumenta la tensién de aquel
enlace y por lo tanto su reactividad quimica (Figura 1.30-B).
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A) Piramidalizacién B ) Desalineamiento del orbital 7T

TRIGONAL TETRAEDRAL "Orbitales alineados”

__i)j%:> //(#\j)wow : .

| rehibridacion
Op=0° 0p=19.47°

Fullereno

-
>

Reactividad quimica Fullereno

" Orbitales desalineados”

Figura 1.30. A) Proceso de piramidalizacion, es mucho mas susceptible en un fullereno que en un CNT. B) Desalinea-
miento del orbital . Modificado de http://cdn.physorg.com/newman/gfx/news/2006/060630_nanotubes-hirez.jpg

R;-NHCH,COOH
Rx-CHO, DMF, 130 °C

A

F, 150-325 °C

R -
orthodichlorobenze/CH4CN (2/1), 65°C

NoH4
R = halogen, CO,CHs, NO,, tert-butyl, COOH, 8
r
Wauie p | CO
KO®Bu, THF, -60 °C
_O/VOV\WO\

Figura 1.31. Esquema de las reacciones generales para la funcionalizacién covalente, libre de solventes, para superfi-
cies ideales. A) Fluoracién; B) adicion radical; C) cicloadicion; y D) adicion nucleofilica y electrofilica. Modificado de
Bianco, 2007[65].

14



Una de las reacciones mas conocidas en la funcionalizacién covalente, para las superficies ideales es la “fluoracion”,
la cual da origen a CNTs altamente reactivos, a través de la adicion directa del fllor en las paredes del CNT (Figura
1.31-A). El fluor es posteriormente sustituido por grupos alquilo derivados de compuestos alquil-litio u organometali-
cos. Las “reacciones de adicion radical” (Figura 1.31-B) se inducen tanto electroquimica como termoquimicamente
en presencia de compuestos alquilo perfluorados fotoinducidos a partir del ioduro de perfluoroalquilo, los compuestos
de arilo obtenidos por reduccion de sales de diazonio, y los compuestos producidos por descomposicion del perdxido
de benzoilo. Otro grupo de reacciones son las “reacciones de cicloadicion” (Figura 1.31-C) que permiten la introduc-
cion de estructuras ciclicas; ejemplos de éstas son: la cicloadicion [2 + 1] del diclorocarbeno, nitrenos y bromomalo-
natos, la cicloadicién [4 + 2] de Diels-Alder para 0-quinodimetano activada por microondas, la ciclo adicion [3 + 2] de
azidas activada por luz UV, y la cicloadicién de azometinilidas. Finalmente, se encuentran las ‘reacciones eletrofili-
cas-nucleofilica”s (Figura 1.31-D) que utilizan agentes altamente nucleofilicos como el carbeno, sec-butilitio, carba-
niones poliméricos, reactivos reductores de Birch (litio/1,2 diaminoetano o litio/amonio) [45, 65].

1.4.2.3. Funcionalizacion covalente, libre de solventes, para superficies con defectos

Actualmente, la busqueda de metodologias mas amigables y biocompatibles con el medio ambiente y los sistemas
bioldgicos es una tarea de gran interés dentro de la “quimica verde” o “quimica libre de solventes”. Es por eso que la
funcionalizacion covalente, libre de solventes, para superficies con defectos aprovecha los “defectos de fabricacion”
que se forman durante la sintesis de los CNTs para la introduccion de los grupos funcionales. Tal y como se ha des-
crito anteriormente, los CNTs que poseen una pared ideal sin defectos son practicamente inertes, por lo que su reac-
tividad dependera de su diametro, de su grado de piramidalizacién y del desalineamiento de sus orbilates = [45, 65].
Sin embargo, cuando un CNT posee una gran cantidad de defectos de fabricacidn, los sitios donde éstos se localizan
producen una deformacién local convexa que aumenta la tensién y por lo tanto la reactividad quimica del CNT [30,
45, 48, 65], es por eso que estos sitios son un blanco ideal para la introduccion de grupos funcionales variados.

Por lo tanto, cuando se aprovechan los defectos de las paredes, es posible introducir compuestos organicos volatiles
como aminas Y tioles sin necesidad de utilizar solventes ni agentes oxidantes. Durante la reaccion (Figura 1.32) se
eleva a temperatura al vacio para obtener un compuesto en “fase gaseosa” capaz de cubrir por completo la superfi-
cie de los CNTs, uniéndose covalentemente a los defectos de la superficie por medio de un ataque nucleofilico [30,
43, 46, 70, 72, 81-84]. A través de una serie de calculos y predicciones Basiuk y colaboradores han determinado que
las reacciones de adicién pueden llevarse a cabo de manera sitio-especifica tanto en las paredes como en los ex-
tremos cerrados que poseen defectos pentagonales o unidades de piracileno [43, 70, 81].

HyN/\/NH,
HyN/\/NHZ
ML
N
H,N/\/NH’

HN-NNHY

NH

H7N/\/ 2

H,N/\/NH’

Figura 1.32. Funcionalizacion covalente, libre de solventes, con aminas en fase de gas. La amina en fase gaseosa recu-
bre la superficie de los CNTs y se une a los defectos pentagonales covalentemente a través de un ataque nucleofilico.
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Una de las primeras funcionalizaciones realizadas utilizando este método fue la reaccién de adicién de la amina de
cadena alifatica 1,8-diaminooctano (DO) a le superficie de los MWCNTSs (Figura 1.32). Posteriormente, se realizo la
derivatizacion a partir de DO unido al CNT con e-caprolactam para la sintesis in situ de nylon-6 [72, 85]. En compa-
racion con los CNTSs pristinos, los CNTs funcionalizados con nylon-6 por este método, mostraron un mayor nivel de
biocompatibilidad, la cual fue determinada a partir de ensayos toxicologicos tales como la prueba de microntcleos en
linfocitos humanos y la prueba del sistema del complemento [7, 86].

1.4.3. Funcionalizacion de CNTs con acidos nucleicos

La funcionalizacién de CNTs con acidos nucleicos ha sido ampliamente utilizada para incrementar su solubilidad en
solucion, determinar su caracter conductivo [87-94]. Existen estudios que reportan exitosamente la amplificacion de
secuencias de DNA por reaccion cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), transcripciones (sintesis
de RNAs mensajeros) y traducciones (sintesis de proteina) in vitro [95, 96] sobre la superficie de un CNTs. Sin em-
bargo, la mayoria de los estudios han sido dedicados a la funcionalizacién de CNTs con &acidos nucleicos para el
desarrollo de biosensores [97-100] y transportadores para la entrega de material genético en células y tejidos [95,
101-115]. Con base en dichos estudios, podemos dividir la funcionalizaciéon con &cidos nucleicos en dos tipos: a) la
funcionalizacion no covalente de CNTs con acidos nucleicos y b) la interaccién electrostatica de acidos nucleicos con
CNTs funcionalizados con aminas.

Figura 1.33. Interaccion exoedral no covalente: A) interaccion hidrofobica entre un dsDNA enrollado alrededor de un
SWCNT o “modelo de la envoltura®; B) interaccion por apilamiento r-r entre un SWCNT y un ssDNA. Interaccién endo-
edral no covalente entre un SWCNT y un dsDNA. Modificado de Gao, 2004 [92]; Johnson [121], 2008; y Tu, 2009 [94].

1.4.3.1. Funcionalizacion no covalente de CNTs con acidos nucleicos

Cuando se coloca en solucion DNA de doble cadena (dsDNA) en presencia de CNTs, se enrolla sobre la superficie
de éstos a través de interacciones hidrofébicas de tipo Van der Waals, debido a que el interior de la doble hélice del
dsDNA es altamente hidrofébico (Figura 1.33-A) [93, 116, 117], durante este proceso la molécula de dsDNA sufre
una transicion de su estructura B (comun e hidratada) a una estructura tipo A (menos hidratada y mas ancha) cono-
cida como “desestabilizacién B-A”. Otra interaccidn que se da entre DNA y CNTs es de tipo endoedral, en la cual el
DNA se encapsula al interior de los CNTs cuando éstos tienen extremos cerrados (Figura 1.33-D) tal y como sucede
con los “peapods” [118] [119, 120].

La interaccién entre CNTs y DNA de cadena sencilla (ssDNA) se lleva a cabo a través de los anillos aromaticos de

las bases nitrogenadas y el CNT via apilamiento m-rt (Figura 1.33-B), dejando al esqueleto fosfatado expuesto hacia

la superficie acuosa, lo cual aumenta la solubilidad de los CNTs [90-92, 121, 122]. Esta interaccién en particular ha
16



servido para para el desarrollo de métodos de secuenciacién masiva de Ultima generacion. Un estudio realizado por
Meng, demostré que si se coloca una secuencia de ssDNA conocida en presencia de SWCNTs y a éstos se les apli-
ca un voltaje para hacerlos girar, es posible conocer la secuencia del ssDNA con una exactitud del 100% escanean-
dolo con una punta para microscopio de tunelaje (STM, por sus siglas en inglés) para determinar la densidad elec-

Figura 1.34. Método descrito por para secuencia-
cion masiva basadas en la interaccion de un
SWCNT y una molécula ssDNA. Modificado de

Meng, 2007[123].

trénica de los relieves pertenecientes a cada una de las bases
nitrogenadas, simulando al cilindro de una cajita musical (Figura
1.34) [123].

1.4.3.2. Interaccion electrostatica de acidos nucleicos con
CNTs funcionalizados con aminas

Este tipo de funcionalizacion para CNTs aprovecha la carga
negativa de los &cidos nucleicos (Figura 1.35), atrayéndolos
electrostaticamente a través de CNTs funcionalizados con ami-
nas u otros grupos funcionales cargados positivamente. Uno de
los primeros estudios que demostrd experimentalmente la inter-
accién electrostatica entre las moléculas de DNA y los grupos
amino unidos covalentemente a la superficie de un CNT fue
realizado por Pantarotto y colaboradores [115]. En este estudio

se funcionalizaron SWCNTs y MWCNTs covalentemente por el método de cicloadicién con oligoetilenglicol (OEG)
unido a un anillo de pirrolidina y aun grupo amino terminal (Figura 35). A partir de este estudio, diferentes grupos de
investigacion comenzaron a sintetizar CNTs unidos a diferentes tipos de aminas para retener electrostaticamente
moléculas de DNA sobre la superficie de SWCNTs y MWCNTs [101, 102, 104-110, 124].

A NH,

Figura 1.35. Interaccion electrostatica entre un grupo amino cargado positivamente unido a un CNT y una molécula de
DNA lineal (A) o plasmidica (B) con carga negativa. Modificado de Pantarotto, 2004 [113].
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO
Biotecnologia, transfeccion y transformacion genética

2.1. Biotecnologia

De acuerdo con la definicién propuesta por la Organiza-
cion para la Cooperacion Econémica y el Desarrollo
(OECD), la biotecnologia es una actividad multidisciplinaria
que hace uso de las técnicas de biologia molecular, inge-
nieria genética y cultivo de tejidos, para la seleccion y mo-
dificacion de plantas, animales, y microorganismos (ya
sean células vivas o sus componentes) con la finalidad de
potenciar o conferir alguna caracteristica que permita la
obtencién de productos o derivados de éstos con mayor
calidad, mejorando asi la calidad de vida humana [125].

En general, los organismos genéticamente modificados
(OMGs) o transgénicos son organismos disefiados a partir
de la incorporacién de uno o multiples genes homologos o
heterélogos, a través de técnicas de ingenieria genética y
biologia molecular. Uno de los ejemplos mas conocidos en
mamiferos son los ratones que expresan una proteina
verde fluorescente o GFP; por sus siglas en inglés (Figura
2.1-A) [126].

2.1.1 Biotecnologia Agricola

Una rama de la biotecnologia enfocada en el area de la

agricultura es la biotecnologia agricola, la cual ha sido

practicada desde la antigiiedad, a través de la cruza y

seleccion de distintas variedades de plantas de importancia

alimenticia [127]. Actualmente se recurre al uso de las

técnicas de biotecnologia para la obtencién de plantas con

nuevas caracteristicas modificando sus genes o insertando

otros provenientes de otras especies. Asi, el hibrido resul-

tante se denomina como “planta genéticamente modificada”
0 “planta transgénica’.

2.1.1.1. Plantas genéticamente modificadas

Figura 2.1. A) Ratones transgénicos que expresan una
proteina verde fluorescente (GFP). B) Plantula trans-
génica de Arabidospsis thaliana que expresa a la pro-
teina GFP. Tomada de http://www.wired.com/news/i
mages/ full/sentinel2_f.jpg; y http:/lleonardo4c.files wor
dpress.com/2009/05/1237842965013_f1.jpg?w=400&h
=300

En plantas, es posible crear individuos transgénicos insertandoles genes que les confieren resistencia o tolerancia a
estrés bidtico y abidtico (insectos, enfermedades, desecacion, salinidad, y temperatura), resistencia a herbicidas, a
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tales genes exdgenos se les denomina con el término de “transgenes” [128]. Los primeros reportes que existen de
plantas transgénicas surgieron en los afios 80; a partir de entonces la introduccidn de genes exdgenos en plantas se
ha empleado para el desarrollo de la agricultura a nivel mundial.

En la actualidad, extensas areas son utilizadas en todo el mundo para la siembra de plantas transgénicas destinadas
a la industria alimenticia, textil y farmacéutica [128, 129]. Tan solo en el afio 2006, alrededor de 100 millones de
hectareas en 22 paises fueron cultivadas con especies genéticamente modificadas, y afio con afio estas cifras han
ido aumentando [128]. Sin embargo, la generacién de plantas transgénicas inevitablemente ha causado una gran
incertidumbre entre la poblacidn principalmente por grupos activistas a nivel mundial debido a las posibles conse-
cuencias de su consumo y liberacion al medio ambiente, asi como por los efectos nocivos que puedan causar a las
especies endémicas [130, 131].

Muchos de los cultivos transgénicos pertenecen a especies de plantas como el algodédn y la soya, los cuales son
capaces de resistir a plagas y herbicidas. Otras especies han sido modificadas para desarrollar flores con nuevos
colores, vidas mas prolongadas, para la optimizacién de produccion de semillas o el contenido de nutrientes [129].
Ademas, transgénicos obtenidos a partir de plantas modelo como Arabidopsis thaliana (Figura 2.1-B), Nicotiana

fabacum (tabaco), Zea Mays
semullas

embnogenes|s ° (maiz), han servido para el
k nteras \, Q\'f\) Micropropagacion eStUdiO.'de la eXpreS.i(l)n y
/ de regulacion de genes involu-

/ .' Plantas adultas

crados en procesos fisiologi-
cos y metabdlicos en plantas
[128].
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peciolos 3 organogenesns

/
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callo regenerac«on/ producidas a través de com-
\ plejas metodologias y poco

CM embnogenesns eficientes [132], las cuales

pueden depender en un prin-

suspension celular

I T cipio de las técnicas biotecno-
"o\ logicas del cultivo de tejidos

M % gy R vegetales (CTV), con la finali-
dad de obtener a partir de

células integras . .
9 éstos plantas completas modi-

Figura 2.2. Estrategias del cultivo de tejidos vegetales (CTV). Modificado de http:/iw ficadas genéticamente (Figura

ww.monografias.com/trabajos73/tecnicas-biotecnologia/tecnicas-biotecnologia 3.shtm 2.2)[129].

l;'y de http://lwww.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/08/plant_cell_culture.gif: ]
El CTV se define como el

conjunto de técnicas usadas
para el crecimiento y proliferacion de células, tejidos y 6rganos vegetales in vitro, bajo condiciones asépticas, contro-
ladas en medios de cultivo nutritivos [131, 133, 134]. Las técnicas de CTV estan basadas en el concepto de “desdife-
renciacion celular”, el cual se refiere a la capacidad que posee cualquier célula vegetal sin importar el tejido del que
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proviene o el grado de especializacidn que posean para recobrar su actividad meristematica con ayuda de tratamien-
tos hormonales [131, 135]. Las células meristematicas son células morfolégicamente indiferenciadas que se dividen
numerosa y ordenadamente, las cuales son capaces de especializarse para regenerar tejidos o plantas completas
[136]. Existen algunas células vegetales que no tienen esta capacidad, y por lo tanto se les denomina “células recal-
citrantes” [137].

2.1.2.1. Desdiferenciacion celular

Para la obtencion de células y tejidos “desdiferenciados” es necesario un fragmento de tejido u 6rgano vegetal desin-
fectado o estéril conocido como “explante” obtenido a partir de tejidos jovenes como hojas, peciolos, tallos, yemas,
plantulas y embriones (Figura 2.2). Estos tejidos son colocados en un medio de cultivo sélido rico en nutrientes y
fitohormonas bajo condiciones de luz, temperatura y humedad controladas. El efecto hormonal de las fitohormonas
(Figura 2.38) induce el proceso de “desdiferenciacion”, formandose una masa celular amorfa conocida como “callo”
[131, 138]. Los callos pueden subcultivarse periddicamente para mantenerlos, hasta que se cambien las condiciones
del medio y las fitohormonas para promover su “diferenciaciéon” debido a su “pluripotencialidad” para dar origen a
ciertos tipos celulares, 6rganos (organogénesis), embriones (embriogénesis) o plantas completas masivamente por
un proceso conocido como “micropropagacion”. El callo también puede ser colocado en un medio de cultivo liquido, y
disgregarlo hasta obtener células individuales (y pequefios agregados) en suspension para lograr la dispersion de
células individuales en suspension celular [131].

2.1.2.2. Fitohormonas N /@O%OH
cl

Las fitohormonas son sustancias producidas por las plantas que

responden a estimulos ambientales como luz, temperatura y AlA 2,4-D

humedad, regulando el desarrollo de la planta. Por ejemplo, Las

auxinas y las giberelinas promueven el alargamiento y creci-  Figura 2.3. Estructura quimica del acido indolace-

miento celular, e inhiben la diferenciacion y especializacién celu- 10 (AIA), v de la auxina siniética 2.4-D (2,4-

lar (Figura 2.3). Las citocininas estimulan la division y prolifera- d|c|orofenOX|acet|oo),“estasl nducen 4 mantienen
: T c i al callo en un estado “desdiferenciado’.

cion celular, e inhiben el envejecimiento celular; mientras que el

etileno lo estimula. Por otro lado, el acido abscisico actlia como un sistema de defensa natural que inhibe la accion

de las auxinas, giberelinas y citocininas [131, 139]. Las fitohormonas mas utilizadas en CTV son las auxinas, tales

como el &cido indolacético (AlA), y la auxina sintética 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Figura 2.3), las cuales inducen

y mantienen al callo en un estado “desdiferenciado” ; también se emplean aquellas fitohormonas que promueven la

proliferacion y diferenciacion celular, tales como la 2-indolaminopurina (2iP), la bencilaminopurina (BAP) y la kinetina

(Kin) [131, 133, 139, 140].

Iz

2.2. Bases y fundamentos biotecnoldgicos de la transformacion genética en plantas

Un hecho sorprendente que revoluciond la biotecnologia en los afios 70 fue la posibilidad de introducir y transportar
material genético a través de la membrana de células de mamifero, tal es el caso de los transgenes, los cuales son
clonados en un vector de naturaleza lineal o circular como los plasmidos [128]. La novedosa técnica llamada “trans-
feccion” ha permitido el desarrollo de muchas areas de la biologia tales como la genética, la biologia del desarrollo,
la medicina genémica y la terapia génica [141].
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2.2.1. Transfeccion en mamiferos

La “transfeccion” (Figura 2.4) es el proceso de transferencia de un transgene hacia el interior de una célula, por me-
dio de un agente fisico o quimico conocido como “transportador”, el cual debe ser capaz de atravesar la membrana
celular [124, 129, 141-143]. La transfeccion es un
método que neutraliza o evade el problema de
introducir moléculas cargadas negativamente
como los grupos fosfato de los &cidos nucleicos a Transduccion 4
través de una membrana celular cargada negati-
vamente [142].

Microinyeccion

Transfeccion

via
o ) o policationes
Los principales métodos para la transfeccion (Figu- £
ra 2.4) en células animales pueden dividirse en %?Q

tres grupos: a) los métodos quimicos, b) los méto-
dos fisicos y c) los virales [141]. S I
+
+

Los métodos quimicos (a) emplean sustancias
quimicas como el fosfato de calcio, polimeros

catiénicos (policationes) como DEAE-dextrano, ~\

polietilenglicol (PEG) [144, 145], polietilenimina ‘3},__" '

(PEI) [146, 147], péptidos [124] y lipidos cationicos /\"

[148-152] tales como la lipofectamina, formando 5

complejos que protegen y transportan el material Electroporacion

genético a través de la membrana celular. En Lipofeccion

particular, los lipidos catiénicos tienen un compo-

nfente flus’o'genlco que permite su fusion con la Figura 2.4. Principales métodos de transfeccion en células de
bicapa lipidica de la membrana celular, lo cual s amifero. Modificado de  http:/www.biontex.com/con_4 6 4lc
conocido también como ‘lipofeccion” [141, 142).  ms/u pload/bilder/Transfektion1_en.png

Los métodos fisicos (b) como, la electroporacion

[153], la microinyeccién [154, 155] y las técnicas de biobalistica 0 bombardeo utilizan transportadores fisicos como
nanoparticulas de tungsteno y oro [147], nanopuntas o nanojeringas, etc., que perforan o atraviesan la membrana
celular para la introduccion directa del material genético [141, 142, 156]. Por su parte, los vectores virales (c) son los
retrovirus porque alcanzan una alta eficiencia de transfeccion o transduccion viral [157]. Uno de los retrovirus mas
utilizados es el virus de la leucemia murina (MuLV), del cual se pueden obtener virus recombinantes con el transgene
de interés, el cual puede integrar en el genoma de la célula una copia de DNA al azar utilizando sus repeticiones
terminales largas (LTRs) [158, 159].

2.2.2. Transformacion genética en plantas

Desafortunadamente la transfeccién no puede llevarse a cabo en algunas de las células que poseen pared celular
tales como las de hongos y de plantas. En plantas, la pared celular presenta un alto contenido de polisacaridos como
la celulosa, hemicelulosa, pectina (pared primaria), lignina (pared secundaria) y glicoproteinas (Figura 2.5), lo que la
convierte en una barrera rigida casi impenetrable que obstaculiza la introduccion de acidos nucleicos al interior celu-
lar [160-162]. Por tales motivos se han desarrollado diversas técnicas conocidas como “transformacién genética”, las
cuales requieren de la remocién o perforacion de la pared para la introduccion de un trangene al interior celular [129,
143, 163].
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Hemicelulosa

Figura 2.5. Pared celular en plantas. Se muestran en el

Cuando la insercién de un transgene se realiza exito-
samente, es posible observar un elevado nivel de
expresion de su RNA mensajero durante varios dias o
meses, con lo cual se puede concluir que el material
genético se ha integrado permanentemente al cromo-
soma de la célula, a esto se le conoce como “expre-
sion estable”. Por el contrario, cuando el material gené-
tico no se integra permanentemente al cromosoma de
la célula, y la expresion del transgene Unicamente se
observa durante un intervalo de 24 - 72 horas se le
denomina “expresion transitoria” [141]. Algunos vecto-
res de clonacién se pierden durante la divisién celular,
por lo que no logran ser retenidos ni replicados en el
nucleo. Algunos plasmidos son capaces de replicarse y
retenerse extracromosomicamente en el nucleo por
largos periodos de tiempo sin la necesidad de inte-
grarse al genoma de la célula [141, 164].

esquema los principales componentes de la pared celular:
pared primaria, pared secundaria y la laminilla media. Modi- S o ]
ficado de http://genomicscience.energy.gov/biofuels/cellwall  2.2.2.1. Seleccion e identificacion de células y plan-

_placemat.pdf.

tas transgénicas

Una vez que las células han sido transformadas, es crucial identificarlas y seleccionar aquellas que portan el trans-
gene a partir de una poblacién celular por medio de las técnicas de CTV. [165]. Actualmente, la mayoria de los vecto-
res de clonacién contienen uno o dos genes que confieren resistencia a agentes como los antibiéticos que inhiben la
sintesis de proteinas de cloroplastos y mitocondrias, o los herbicidas que inhiben la biosintesis de aminoacidos en

Figura 2.6. Hojas y raices de Arabidopsis thaliana
que expresan al gene GUS. Tomado de http://mpl
ant.oxfordjournals.org/content/3/3/610/F

3.large.jpg.

las células. Para asegurar la propagacion del transgene, aque-
llas células que lo portan seran resistentes a dichos agentes y
sobreviviran, mientras que las células que no lo portan moriran.
Algunos de los genes de resistencia en plantas mas utilizados
son el gene BAR que confiere resistencia al herbicida glufosina-
to de amonio (BASTA®) y el gene KmR que confiere resistencia
al antibiotico kanamicina [166].

Alternativamente, los marcadores visuales o “genes reporteros”
son utilizados para la identificacion de células transformadas y
para la identificaciéon subcelular de proteinas especificas [167].
Inicialmente, el gene de la B-glucuronidasa (GUS) fue unos de
los primeros genes reporteros utilizados para la identificacion de
células transgénicas (Figura 2.6) [168]. La B-glucuronidasa corta

glucorénidos tales como X-Gluc (4cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico) y MUG (4-metilumbeliferil-B-D-
glucurédnido). El rompimiento de la X-Gluc libera un compuesto que en contacto con el aire, se tifie de azul, mientras
que el rompimiento del MUG libera un compuesto fluorescente [165]. Otro grupo de genes reporteros son los genes
responsables de la “bioluminiscencia” [169]. Por ejemplo, el gene Luc de la luciérnaga, codifica para una enzima
conocida como luciferasa que oxida a un compuesto llamado luciferina hasta una molécula en estado excitado de
alta energia (oxiluciferina) capaz de emitir fotones [170].
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Figura 2.7. Estructura de la proteina verde fluorescente GFP: A) vista superior; B) vista frontal; C) proteina fusionada a
GFP a través de un péptido linker. Modificado de http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/image/hi gh lighter-
fpsfigure1.jpg y http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/images/fpintrofigure4.jpg:

En la actualidad, en plantas se prefiere el uso de genes reporteros que codifican para proteinas que emiten fluores-
cencia. Por ejemplo, el gene que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) producida por la medusa Aequo-
rea victoria (Figura 2.7) [171-175], o el gene RFP de la proteina roja fluorescente (RFP o dsRed) obtenida de la
anémona Discomona coral [176-180]. Una de las ventajas que tienen las proteinas fluorescentes es la posibilidad de

célula no transformada
(wild type)

Agrobaterium tumefaciens
genoma |
bacteriano

genoma de f
la planta

cultivo celular
(invitro)

(invivo)

célula transformada

planta infectada planta transgénica

Figura 2.8. Transformaciéon mediada por Agrobacterium tumefaciens
in vivo e in vitro. Modificado de http://bib2011geneik.wikispaces.com
ffile/view/Agrobacterium_tumefaciens.qgif/212375160/Agrobacterium_t
umefaciens.qif.
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fusionarlas a otras proteinas (Figura 2.7-C), y
observar su ubicacién exacta dentro de la
célula a través de microscopia de fluorescen-
cia o microscopia confocal [165, 181, 182].

2.2.3. Métodos de transformacion genética
en plantas

La necesidad de entregar el material genético
de manera directa en células intactas con
pared celular, y regenerar a partir de ellas
tejidos o plantas completas, ha estimulado el
desarrollo de diversas técnicas especializa-
das para la transformacion genética en plan-
tas. Estas metodologias se encuentran muy
restringidas tanto por el nimero de especies
permisibles para la transformaciéon como por
la presencia de la pared celular, por tales
motivos dependiendo de la técnica la trans-
formaciéon se realiza en diferentes tejidos
tales como callos, suspension celulares,
tejidos aéreos, raices, etc. [143]. Los princi-
pales métodos utilizados para la transforma-
cion genética en plantas se describen a con-
tinuacion.
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2.2.3.1. Trasformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una eubacteria gram-negativa que pertenece a la familia Rhizobiaceae, es responsa-
ble de la formacién de tumores en plantas dicotiledéneas y en algunas monocotiledoneas, provocandoles una enfer-
medad conocida como “agalla de tallos y raices” [183]. Para que se dé la induccidn del tumor durante la infeccién
(Figura 2.8) es necesario que Agrobacterium transfiera e integre en el genoma de la planta un fragmento de DNA
conocido como “T-DNA” a través de un vector plasmidico conocido como “plasmido Ti” [184]. EI T-DNA contiene
genes que codifican para proteinas involucradas en la biosintesis de auxinas y citosinas que promueven la formacion
de los tumores caracteristicos de la enfermedad [183-186].

Basandose en la capacidad natural de Agrobacterium fumefaciens para transformar plantas, se han desarrollado
vectores derivados del plasmido Ti que no producen virulencia, y que contiene un T-DNA artificial al cual se le puede
insertar el transgene de interés [165, 184, 187]. La insercién del T-DNA en el genoma de la planta actua en frans; es
por eso que a este sistema de insercién se denomina como “sistema binario”, y por lo tanto al plasmido portador
como “vector binario” [184]. El vector binario es un plasmido “suicida” incapaz de replicarse por si mismo, el cual s6lo
sobrevivira si se recombina con el genoma de la planta [129, 188, 189]. La transformacion con Agrobacterium puede
realizarse en diferentes tipos de tejidos vegetales tales como protoplastos (células desprovistas de pared celular),
células en suspensién, callos, hojas, peciolos, raices y segmentos de hipocétilos [190-192].

2.2.3.2. Agroinfiltracion o floral dip

Es posible realizar la transformacion genética in vivo
en plantas completas a través de un método conocido
como “agroinfiltracion floral” o “floral dip” (Figura 2.9)
ampliamente utilizado en Arabidopsis thaliana, que no
requiere de tejidos parciales o lineas celulares. Este
método permite obtener directamente de plantas
adultas semillas transgénicas en periodos de tiempo
relativamente cortos [132, 165, 193] sumergiendo las
inflorescencias y silicuas (Figura 2.9-a) en una sus-
pension celular de Agrobacterium para que ésta las
infecte (Figura 2.9-b). Posteriormente las plantas se
incuban durante 1 mes para obtener semillas (Figura

Figura 2.9. Floral dip. a) Plantas adultas con 20-30 inflores-
cencias y algunas silicuas; b) partes aéreas son sumergidas
2.9-c) y colectarlas para su seleccion (Figura 2.9-d)  en una suspension celular de Agrobacterium; c¢) plantas
[194]. Los tejidos blancos preferidos por Agrobacte-  incubadas y cubiertas con un plastico durante 16-24 h; d)

rium son los gametofitos femeninos jovenes o madu- después de incubarlas en una camara durante 1 mes se

. . . . . obtienen suficientes inflorescencias y silicuas para la obten-
ros y los tejidos embrionarios localizados en inflores- s : y P .
cion de semillas transformantes y su posterior seleccion.

cencias y silicuas [1 32, 194, 195] Modificado de Zhang 2006.

En monocotiledéneas como los cereales (maiz, ceba-

da, trigo, etc.), la produccién de acidos hidroxamicos y sus derivados (DIMBOA, DIBOA, MBOA, etc.) ejercen una
fuerte influencia sobre la transformacion mediada por Agrobacterium, inhibiendo su crecimiento y reduciendo la efi-
ciencia de la transformacion. Para la transformacion genética en cereales, se han utilizado cepas de Agrobacterium
resistentes a DIMBOA, sin embargo existen otros metabolitos producidos por éstos a los que Agrobacterium es com-
pletamente vulnerable, por lo que el nimero de especies que esta bacteria puede infectar sigue siendo una limitante
importante [196].
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2.2.3.3. Transformacion de protoplastos

Tal y como se ha descrito, la pared celular es uno de los mayores obstaculos para transportar acidos nucleicos al
interior celular. Existen algunos métodos que utilizan tratamientos enziméticos para degradar y remover la pared
utilizando celulasas y pectinasas, permitiendo la obtencion de células individuales conocidas como “protoplastos”
(Figura 2.10) [165, 197-199]. Los protoplastos requieren de delicados tratamientos debido a su fragilidad, y bajo
ciertas condiciones de cultivo pueden ser utilizados para regenerar hasta plantas adultas fértiles, siempre y cuando
éstos se obtengan a partir de células del meséfilo de hojas y no a partir de células de callo en suspensién o de célu-
las recalcitrantes [200].

Algunos métodos que se utilizan para
transfectar células de mamiferos son tam-
bién utilizados para protoplastos de plantas
debido a la ausencia de la pared celular,
mientras que otros han sido desarrollados
especificamente para éstos [201-203].

R B - o y
o) p< ' ". Dose ?!
- celulosas, pectinasas 7?" Si > .
)
! u - &,& 0

Céulas iniécas ‘ Protoplastos

a) Agentes quimicos. El uso de polica-
tiones  (poli-lisina,  poli-L-omitina,  rigyra 2.10. Obtencion de protoplastos. Modificado de http://genetics.m
DEAE-dextrano, PEl'y PEG) [204], ca-  gh.harvard.edu/sheenweb/images/Protoplasts/Slide.jpg y de hitp://ww
tiones divalentes (Ca**, Mg*, Zn*),y W .williamsclass.com/SeventhScienceWork/ImagesCells/ElodeCells.jpg
CaCl, [203, 205] protegen al material
genético de la degradacion enzimatica, y lo transportan al interior de la célula cuando se ha removido la pared
[203].

b) Electroporacién. Haciendo uso de cargas eléctricas de alto voltaje por periodos de tiempo cortos se hace
permeable a la membrana celular transitoriamente y el DNA pueda ingresar. Una vez dentro si la célula esta en
pleno ciclo celular, aumenta la probabilidad de que éste ingrese al nucleo [129, 165, 199] [206].

c) Llipofeccion. El material genético es encapsulado dentro de liposomas (bicapas lipidicas en forma de esferas
huecas) a través de una ligera sonicacion [165, 207]. La presencia de agentes quimicos como el PEG y Ca**
promueve la fusion de los liposomas con la membrana celular y la internalizacion del DNA [208].

d) Esferoplastos de Agrobacterium. Los esferoplastos se obtienen a partir de la remocién enzimética de las pare-
des de células de Agrobacterium de manera similar a la obtencién de protoplastos de plantas [191]. En presen-
cia de agentes quimicos como el PEG y PVA (alcohol polivinilico) los esferoplastos son transportados por endo-
citosis al interior del protoplasto, y una vez dentro éstos pierden su integridad y liberan al medio intracelular sus
componentes, entre los cuales se encuentran los vectores que portan al transgene [190, 191]

2.2.3.4. Transformacion por plasmolisis

Existen algunos reportes que sostienen que la pared celular de células de plantas no impide del todo el transporte
del DNA cuando éstas son previamente “plasmolizadas” [206, 209-211]. Cuando una célula con pared celular es
colocada en una solucion hipertonica, el agua dentro de la célula tiende a difundir hacia al exterior celular. El resul-
tado de esta “exosmosis” provoca que la membrana celular se despegue de la pared celular, a este proceso se le
conoce como “plasmolisis” (Figura 2. 11). En un inicio, debido a la pérdida de agua, las vacuolas comienzan a enco-
gerse, y la membrana celular comienza a despegarse de algunos sitios de la pared, observandose una “plasmolisis
incipiente”. Hasta este punto la plasmdlisis se considera “concava” o reversible unicamente si se cambia la concen-
tracion de solutos en el medio. Si la exosmosis continla, la membrana se despega por completo de la pared y las
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vacuolas se encogen por completo. En este punto la plasmdlisis es “evidente”, debido a que el agua ha difundido
casi por completo hacia el exterior y la célula pierde su tonicidad, por lo que ya no es reversible o “convexa’ y se

conduce a la muerte celular [212-216].

A pesar de que la electroporacion tipi-
camente se lleva a cabo para la trans-
formacién de protoplastos, esta puede
ser utilizada para transformar en células
plasmolizadas en presencia del material
genético [161, 209, 210]. Cuando la
transformacién es exitosa, el material
genético parece atravesar por el espacio
que queda entre la pared y la membrana
celular llamado periplasma (Figura 2.11)
hasta llegar al interior celular. Sin em-
bargo, dependiendo del estado en el
que se encuentre la plasmdlisis se pue-
de conducir a la muerte celular, por lo
que la transformacion por este método

medio
isoténico

medio
hipoténico

-

plasmdlisis
evidente
(concava)

plasmdlisis
incipiente

céluk intacta plasmokis

ligera
{convexa)

Figura 2.11. Etapas, tipos y morfologia de la plasmdlisis en plantas. Modifi-
cado de http://www.wissenschaft-online.de/lexika/images/biok/f2f762.jpg

es casi siempre transitoria, y regenerar tejidos o plantas completas es realmente complicado y poco viable [209, 210].

2.2.3.5. Transformacién por bombardeo o biobalistica

En el método de transformacion por bom-
bardeo utiliza a las nanoparticulas metali-
cas de oro o tungsteno recubiertas con el
vector de clonacion de interés (Figura
2.12) en presencia de protamina o esper-
midina y CaCl, [217-220]. Las nanoparti-
culas recubiertas son aceleradas a una
gran velocidad y disparadas como balas a
través de una camara de presion de helio
0 nitrégeno, permitiendo que el material
genético atraviese la pared celular, y logre
llegar directamente al interior del nucleo
[217, 219, 220] de células de callos u
otros tejidos.

Aunque este método es muy efectivo, la
presion y velocidad que se utilizan para el
disparo deben ser muy exactas. Inicial-
mente el impacto de las nanoparticulas

.
* nanoparticulas e gs%esee

!

recubiertas COnDNA

cémara

planta transgénica

nanoparticula  nycleo regenerocién
Y Lo » {organogénesis o
herida multiplicacion y embriogénesis)

causada por el ingreso seleccion celular

Figura 2.13. Esquema del método de transformacién por bombardeo o
biobalistica, utilizando callos o explantes de plantas. Modificado de ht
tps://www.msu.edu/courselisb/202/ebertmay/drivers/mirkov_gentran.jpg.

deja muy pocas células transgénicas vivas, y las que sobreviven quedan muy dafadas [129, 217, 220]. En la actuali-
dad este método es ampliamente utilizado para la transformacion estable y transitoria de diferentes especies como
tabaco, papa, taxus, maiz, etc. [218, 221-229].
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2.2.3.6. Transformacién por microinyeccion

Basicamente existen dos tipos de transformacién genética por microinyeccion, uno utiliza microfibras de carburo de
silicio (SiC), mientras que el otro utiliza microinyectores o micropipetas (Figura 2.13). En el método de microinyeccion
por nanofibras de SiC o también conocido como “nanopinchado”, en el cual se pueden utilizar células intactas, plas-
molizadas o protoplastos. Las células se colocan en una solucién que contiene tanto al material genético como a las
nanofibras de SiC, las cuales asemejan agujas, y causan pequefas heridas en la pared y en la membrana por don-
de atraviesa el material genético [165, 230, 231]. .

El proceso de microinyeccién con microinyectores manuales o automa-
ticas, se realiza en células individuales y requiere de gran precisién
debido a las puntas pueden dafar por completo las células, o simple-
mente los polisacéridos de la pared pueden interferir con la inyeccion al
tapar las puntas [129]. Si lo anterior se logra exitosamente, la pared y la
membrana celular son perforadas, y el material depositado directamente
en el citoplasma o0 en el nicleo [232, 233].

Figura 2.13. Imagen de una célula de
planta siendo inyectada con micropunta

. L para su transformacion. Tomada de: htt
2.2.3.7. Transferencia de organelos y cromosomas artificiales p:/lwww.viewingspace.com/genetics_cultu

re/pages_genetics_culture/gc_w03/ka c¢_
Algunos organelos aislados como cloroplastos [234-236], nicleos [237,  Webarchive/transgenic_article/dogcell. gif.
238], o cromosomas [233, 237, 239] son reintroducirlos en células intac-
tas por microinyeccidn [233] o bombardeo, y en protoplastos [240] por agentes quimicos como el PEG o PVA [240],
siendo un método altamente exitoso en Nicotiana tabacum [241] y algas unicelulares como Chlamydomonas [242].
A diferencia de la transformacion directa y azarosa en el genoma de una planta, la integracion de los transgenes en
el cloroplasto se realiza por recombinacién de secuencias homologas, lo que evita el apagado de otros genes endo-
genos en la planta (Figura 2.14-A). La expresion de los transgenes es muy estable debido a que se tiene aproxima-
damente de 50-1000 copias del genoma del cloroplasto por célula [129, 241, 243]. Otra ventaja es que debido a que
los cloroplastos se heredaran

microinyeccién  teldmero  centrémero via materna se evita la pérdi-
peNe el L, % da del transgene durante la
St \ @7 . ;PAC dispersion del polen [129,

/ 243].

\;“ i transgenes /\ eucromalina

. YAS La introduccion de minicro-
N (JQ\ ' . eucromalina mosomas artificiales de plan-
EEE%EEEE{\ “e'e'°c'°m°""$ tas (PACs, por sus siglas en
Cloroplasto \ \ B & i lllngles) orlgmadc:s a part|r’ de
— célula de plania cromosomas B” es Hn méto-
de cloroplasios cenirdmero do de transformacion muy

telesres versatil pero poco utilizado en
la actualidad por su compleji-
dad que se ha probado en
plantas como el maiz y en
Arabidopsis thaliana (Figura 2.14-B) [244]. Los cromosomas B (Bs) son cromosomas accesorios innecesarios para el
desarrollo normal de la planta que coexisten con el resto de los cromosomas de manera natural en plantas como el
maiz [245-248). Los Bs se transmiten de una generacion a otra con una frecuencia mucho mayor a la mendeliana,

27

Figura 2.14. Transformacidn por transferencia de organulos. La transferencia de cloro-
plastos (A) y de PACs generados a partir de cromosomas B (B).
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por un proceso de “no-disyuncion” durante la segunda mitosis del polen originando nucleos espermaticos dos copias
de un Bs [245]. Los PACs se obtienen a partir de Bs modificando el brazo corto y por ende eliminando la no-
disyuncién. A diferencia de los vectores convencionales, los PACs al ser unidades independientes evitan la insercidn
azarosa en el genoma de la planta y pueden contener desde uno hasta todo un juego de transgenes [249]. Una de
las ventajas de este método es que a los PACs se les puede adicionar secuencias funcionales y regulatorias tales
como secuencias teloméricas y centroméricas, sitios de origen de la replicacion, genes de resistencia a antibioticos y
herbicidas, genes que autorregulan el nimero de copias de PACs, regiones de adhesién a la matriz nuclear, elemen-
tos delimitadores de la heterocromatizacion o “insulators”, elementos potenciadores o “enhancers’, silenciadores
transcripcionales, regiones promotoras, sitios de recombinacion, entre otros [244, 250].

2.2.3.8. Transformacién mediada por vectores virales

Tanto en bacterias como en animales, la transduccién o utilizacion de virus para mediar la transferencia de genes
directamente en el genoma es ampliamente utilizada porque éstos han desarrollado a lo largo de la evolucion estra-
tegias naturales para introducir su material genético al interior celular; sin embargo, los virus en plantas son raramen-
te utilizados para la transformacién genética. A principios de los afios 80, comenzaron los primeros intentos por utili-
zar virus de DNA, y més recientemente virus de RNA para la transformacién genética en plantas [129]. Lamentable-
mente, al igual que en animales, el uso de vectores virales para la transformacion genética de plantas puede causar
severos dafios por su patogenicidad. Otro problema asociado al uso de virus es el de la bioseguridad, debido a que
algunos virus usados para la transformacion genética pueden infectar otras especies de plantas endémicas, modifi-
candolas, y causandoles severos dafios [129].

Una estrategia utilizada es el disefio de vectores virales o “virus desarmados” que carecen de los genes que produ-
cen patogenicidad en plantas. Los viriones recombinantes obtenidos son utilizados para la transfeccién de la planta y
transformacion genética con el transgene de interés. Uno los primeros virus de DNA utilizado fue el virus del mosaico
de la coliflor (CaMV, por sus siglas en inglés),

una de las ventajas de este virus es que virus

puede replicarse como un retrovirus e inser-
tar el transgene directamente en el genoma;

plasmodesmos

ped

sin embargo, presenta una tasa de mutacion = pared
. 1 2 = = 3 _  celular

muy alta que puede trucar las regiones E = =

promotoras y codificantes del transgene, . = 3 = \

, . . herida = membrana
ademas de presentar una limitada capacidad = celular
espacial para almacenar secuencias de DNA = \ vesiculas

= dociti
grandes [129]. £ genoma | ooe®
o viral con
transgene

Los virus de RNA tales como virus del mo-
saico del tabaco (TMV, por sus siglas en  Figura 2.15. Posibles mecanismos naturales de entrada e introduc-
inglés) son ampliamente utilizados para la  cion del material genético del virus del mosaico del tabaco TMV.
transformacién transitoria de Nicotiana taba-  Entrada directa a través de una herida (infiltracion) en la  pared y
co y Nicotiana Benthamiana (Figura 2.15) membrana celular (1); mteracmon d|recta con la mgmbrana a t,ralves

, " de los plasmodesmos ingresando directamente o inyectando unica-
[251_]" Otros virus uhhzadosl para a ltransfor- mente al material genético (2) o por la via de endocitosis (3). Modifi-
macion de plantas son el virus que infecta @ cado de http://users.aber.ac.uk/lum/tmv2002.htm.
la papa (PVX, pos sus siglas en inglés) por
su capacidad para contener transgenes de gran tamafio, y el virus del mosaico del pepino (CMV, por sus siglas en
inglés) que a diferencia de otros virus es mucho mas facil de controlar y presenta un nimero mayor de especies a las
que puede transformar [129, 251-254].
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CAPITULO 3

ANTECEDENTES
Transfeccion y transformacion genética mediada
por nanotubos de carbono

mc P T TC ), 204 204 - Cyn-O0e
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Figura 3.1. Micrografias confocales de queratinocitos
humanos (A y B) que exhiben en su interior la fluores-
cencia de los SWCNTS funcionalizados con aminas
marcadas con FITC (1 y 2). Modificado de Pantarotto,
2003 [256].

Figura 3.2, Micrografia electronica de queratinocitos
humanos mostrando en su interior MWCNTSs (sefialados
con flechas). Modificado de Monteiro-Rivierea 2005
[2571.

3.1. Los CNTs son capaces de atravesar la membrana
celular en mamiferos

En la actualidad, el uso de CNTs para transportar acidos
nucleicos y otras moléculas ha sido posible gracias a la
posibilidad de funcionalizarlos [95, 101, 102, 104-113, 255]
y al hecho de que éstos pueden atravesar libremente la
membrana celular sin ninglin estimulo.

Pantarotto y colaboradores observaron por primera vez
que tanto los SWCNTSs pristinos (no funcionalizados) como
los SWCNTSs funcionalizados con aminas marcadas fluo-
rescentemente con fluorescein isotiocianato (FITC) eran
capaces de atravesar la membrana celular de queratinoci-
tos humanos (Figura 3.1) [256]. Posteriormente, Monteiro-
Rivierea y colaboradores observaron que los MWCNTs
también atraviesan la membrana celular encontrandolos al
interior del citoplasma y nucleo (Figura 3.2) [257].

Fue tal el descubrimiento que inmediatamente comenzaron
a surgir estudios para determinar si los CNTs podian atra-
vesar la membrana celular sin estimulos en diferentes
lineas celulares de mamifero marcandolos fluorescente-
mente para su deteccion [106-110, 113, 114, 258-261]. Asi
mismo se estudié su capacidad para transportar moléculas
mas complejas como vitaminas, péptidos, proteinas, ami-
nas [115, 259-264], y &cidos nucleicos [95, 101-115].

Existen diferentes estudios que indican que la endocitosis
es el proceso por el cual los CNTs atraviesan la membrana,
en particular aquella mediada por receptor dependiente de
clatrina (Figura 3.3-A) [114, 124]; sin embargo, otros me-
canismos como la difusion, la endocitosis caveolar, y la
macropinocitosis también han sido propuestos (Figura 3.3-
B -54-D) [106, 114, 124, 265-267].

30



Sin embargo, los estudios mas
convincentes han sido realizados
por Kam y colaboradores en células
epiteliales humanas de carcinoma
cervical (HelLa) y células promieliti-
cas de leucemia humana (HL-60).
Ambos tipos celulares fueron incu-
bados a 4°C en presencia de
SWCNTs funcionalizados con mo-
léculas fluorescentes y con un pre-
tratamiento de NaNs, para disminuir
la sintesis global de ATP (adenosin
trifosfato) y por lo tanto a la endoci-

Figura 3.3..P05|bles mecanismos de entrada a través de Ila membrana lcellular tosis mediada por receptor, obser-
para CNTs: A) endocitosis mediada por receptor dependiente de clatrina; B) L,

endocitosis caveolar: C) macropinocitosis: D) difusion. Modificado de Ali- ~ vando una disminucion en la fluo-
Boucetta 2008 [265]. rescencia. La fluorescencia también

fue disminuida al realizar un pretra-
tamiento hiperténico con sacarosa en ausencia de K*, dicho tratamiento impide la formacién de vesiculas revestidas
con clatrina, bloqueando el transporte de los SWCNTSs a través de la membrana celular. Finalmente, para descartar
que la internalizacién pudiera ser debida parcialmente por la endocitosis caveolar, se realiz un pretratamiento con
los antibidticos filipina y nistatina para inhibir la formacién de vesiculas caveolares; sin embargo la fluorescencia en
este tratamiento no se vio afectada en comparacion con el tratamiento realizado con la toxina B del célera (CTX-B)
cuya entrada es mediada por la via de endocitosis caveolar [114, 124].

3.1.1. Transfeccion de células de mamifero mediada por CNTs

Actualmente el uso de CNTSs para la transfeccion de células de mamifero es una realidad, y es por eso por lo que se
han utilizado diferentes vectores plasmidicos que codifican principalmente para proteinas reporteras tales como la
GFP [101, 103, 105, 113], la luciferasa [104] y la f-galactosidasa [102, 106, 115]., las cuales han permitido determi-
nar la eficiencia de los CNTs para transfectar. Por
otro lado, se ha demostrado que la capacidad que
tiene un CNT para transfectar estd muy relaciona-
da con el grupo funcional con el que se ha funcio-
nalizado.

Por ejemplo, Gao y colaboradores funcionalizaron
MWCNTs con amino (MWCNTs-NH,), carboxilo

(MWCNTs-COOH), hidroxilo  (MWCNTs-OH) y

alquilo (MWCNTs-CHz-CHz-CH) y los conjugaron Figulra 34 Gel de elelctroforesis para DNAIunido a MWCINTs
lasmid dif | teina GFP funcionalizados con diferentes grupos funcionales (A). Micro-
con un plasmido que codfica para fa proteina * grafias de la fluorescencia emitida por la proteina EGFP en

El plasmido Unicamente fue retenido y transporta-  céjulas HUVEC transfectadas con MWCNTs-NH; (B). Modifica-
do al interior de células endoteliales de venas de  do de Gao, 2006 [101].

cordon umbilical humano (HUVEC) por los
MWCNTs-NH. (Figura 3.4). A pesar de que la expresion de la GFP fue menor que la transfeccion medida por lipofec-
cion, el tratamiento con MWCNTs mostré un mayor nivel de biocompatibilidad en términos de viabilidad celular [101].

NH,-MWGNTS
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En los estudios realizados por, Liu [104] y por Yu [105] se utilizaron MWCNTSs funcionalizados con PEI, y con ellos
transfectaron células de higado de embriones humanos (HEK293T) con un plasmido que expresa a la proteina lucife-
rasa [104] y con uno que expresa a la GFP (Figura 55) [105]. La transfeccion con MWCNTs-PEI resulté en una

MWCNTs-PEI

Figura 3.5. A) Sintesis de MWCNTs-PEI por el método de oxidacion. B) Electrofo-
resis del plasmido en presencia de MWCNTs-PEI y diferentes concentraciones de
NaCl. C Micrografias confocales de células HEK293T expresando GFP transfec-
tadas con MWCNTs-PEI, PEI y unicamente DNA. Modificado de Yu, 2009 [105].

mayor expresion y menor toxici-
dad a la obtenida utilizando Uni-
camente con PElI o DNA en au-
sencia de MWCNTs (Figura 3.5-
C) [104, 105].

MWCNTSs-PEI + NaCl (mM)

B
ONA [ 0 02mMO.5mM 1mM 2mM |

Algunos estudios han demostrado
que los CNTs funcionalizados con
oligoetilenglicol diamina (CNTs-
OEG-DA), lisina, PEI, polialilami-

a (PAA), y sus derivados son
capaces de transfectar diferentes
tipos celulares, tales como células
HelLa y células epiteliales de
carcinoma alveolar humano (A-
549) con un plasmido que codifica
para la B-galactosidasa [102, 106,

115]. En dichos estudios se observd que la expresion de la B-galactosidasa aumentaba conforme la concentracion de
CNTs y el tiempo de incubacion eran aumentados, sin observar dafios toxicos aparentes [102, 115].

3.1.2. Transfeccion de células de mamifero con RNAs interferentes mediada por CNTs

Se ha recurrido también al uso de
CNTs para introducir RNAs interferen-
tes (siRNAs) por su alta eficiencia de
transfeccion [107, 268]. Los siRNAs
tienen la capacidad de interferir con el
RNA mensajero de genes enddgenos,
silenciando o apagando su expresién.
Particularmente los siRNAs se han
utilizado para el silenciamiento de
genes involucrados en el desarrollo de
cancer y otras enfermedades [269].

Una de las estrategias mas utilizadas
para transfectar células de mamifero
con siRNAs via CNTs fue desarrollada
por Kam y colaboradores [107, 124],

s sulfo-LC-SPDP B

5 A ? 0 ﬁi B

55 : -

E(L }Bg,o\/\rfPEe-NHz ‘?ix% powhfPEG—NW /K/\ s-SiIRNA
= SH-siRNA B o

C
SWCNT-PL-PEG-NH,-$-S-siRNA

Figura 3.6. A) Sintesis de SWCNTs-PL-PEG-NH,; B) unién del nanohibrido a
un siRNA a través de puentes disulfuro; C) células expresando a la lamina
nuclear marcada con anticuerpos fluorescentes; D) células después de la
transfeccion con SWCNTSs. Modificado de Kam, 2006 [124].

la cual consiste en funcionalizar CNTs no covalentemente con fosfolipidos (PL) acoplados a cadenas de PEG con
terminaciones amino a través de interacciones hidrofobicas (Figura 3.6-A). Los CNTs-PL-PEG-NH; son unidos a
través de un interconectador (sulfo-LC-SPDP) capaz de formar puentes disulfuro entre el CNT y el siRNA (Figura
3.6-B). Una vez que el CNT penetra la membrana celular es transportado tanto a endosomas como a lisosomas,
donde los puentes disulfuro son cortados ya sea enzimaticamente o por cambio de pH, liberando el siRNA hacia el
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citoplasma donde interactia con un RNA mensajero (mRNA) especifico. Esta estrategia ha sido muy eficaz para el
silenciamiento de los genes que codifican para las proteinas de la lamina nuclear (Figura 3.6-D) [107, 124], los re-
ceptores de quimiocinas tipo 4 (CXCR4) [111], los correceptores CD4 vy el canal de potencial receptor transitorio 3

Gﬁﬂﬁﬂcaﬁsaﬁo

(TRPC3) [110].

Otra de las estrategias que ha

g”" 4550 Size
mm’) (mm’)

4200 | 960 | 2560 | 060 | 1710 I sido exitosa para la introduc-

cion de siRNAs en células de
mamifero es la funcionaliza-

Size 1560 1580 1520 1530 | 180 Size | 5950 | 45¢0 3810 | 3400
(mm’) (mm’)

3050

cion covalente de CNTs con
1,6-diaminohexano [108]. Con

este método se ha logrado

Figura 3.7. Silenciamiento in vivo de mTERT en tumores de raton. Tamafo de 10s  eficientemente el silenciamien-

tumores extraidos después de 7 dias de la transfeccion.C1) control; C2) SWCNTs-
COONH-(CHz)-NH2::siRNA; C3) siRNA; C4) mock. Modificado de Zhang, 2006 [108].

to génico sin efectos tdxicos
de la subunidad catalitica de la
telomerasa de ratén (mTERT)

y de humano in vitro e in vivo (Figura 3.7) [108], el antigeno CD80 [109], el supresor de sefializacion de citosina 1

(SOCS1) [109], y la ciclina A2 [112].

Se ha observado que al utilizar la funcionalizacion de MWCNTs con PEl o
con cloruro de cetilpiridinio se obtiene una mayor eficiencia que la obtenida
por lipofeccion para el silenciamiento de genes como el de la luciferasa en
células transgénicas de cancer pulmonar H1299 que sobreexpresan a dicho
gene [270].

3.2. Internalizacion de CNTs en células con pared celular

A pesar de que el uso de CNTs para la transfeccién de células en mamife-
ros ha sido ampliamente estudiado por la facilidad que tienen para atrave-
sar la membrana celular, no existen evidencias suficientes que demuestren
que éstos sean capaces de atravesar de la misma manera la pared celular
de bacterias o de plantas. Ademas, los estudios relacionados con este
tema son muy escasos.

Existe un reporte realizado por Rojas-Chapana y colaboradores acerca de
la interaccion entre CNTs y paredes celulares en células de bacterias. A
diferencia de las paredes celulares en plantas las de bacterias se encuen-
tran formadas en su mayoria por peptidoglucano. El grupo de investigacion

Microwave field

mdu\(d
manopore

Figura 3.8. Representacion del pro-
ceso de transformacion bacteriana
por MWCNTSs irradiados con micro-
ondas que promueven la formacion
de canales transitorios en la pared
celular de Escherichia coli. Rojas-
Chapana, 2005 [271].

logro la transformacion genética de Escherichia coli al hacer pasar un plasmido a través de nanocanales transitorios
en la pared celular formados por MWCNTSs pristinos radiados con microondas (Figura 3.8); sin embargo en el estudio
no se contemplé la posibilidad de que los MWCNTSs pudieran atravesar por si mismos la pared celular [271].

Estudios realizados en plantas con suspensiones de Arabidopsis thaliana determinaron que era necesario inmovilizar
una enzima degradadora de celulosa (celulasa) en la superficie de SWCNTSs oxidados (Figura 3.9-A) para promover
su entrada a través de la pared celular y lograr una trasnsfeccion exitosa expresando a la proteina reportera GFP
(Figura 3.9-B), ya que la pared obstaculiza visiblemente el paso de los CNTs hacia el interior celular [272, 273].
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Serag y colaboradores utilizaron protoplastos de Catharan- A

thus roseus (vinka de Madagascar) para investigar si los

CNTs son capaces de atravesar la membrana celular en

plantas y los mecanismos por los cuales podrian hacerlo

[274]. Observaron que los MWCNTSs funcionalizados con

FITC colocalizaban con muy pocas vesiculas endociticas

tefiidas con el marcador FM4-64 (Figura 3.10), indicando

que la endocitosis no es el principal mecanismo por el cual

los MWCNTSs atraviesan la membrana celular en protoplas- ~ Figura 3.9. 1) SWCNTs funcionalizados con celulasa (A);

tos, sugiriendo que a diferencia de lo que sucede en mamj-  [Uorescencia emitida por GFP (verde) y por SWCNTs

feros [114, 124], en plantas lo hacen por difusion simple. A (puntos rojos) en células de Arabidopsis thaliana. Modifi-
) " i cado de Serag, 2008 [272, 273].

través de microscopia HRTEM (Figura 3.11) los MWCNTs

se encontraron principalmente localizados en el citoplasma y al interior de organulos como el nucleo, vacuolas, plés-

tidios y mitocondrias [274].

COOH CONH-Cellulase

HLN-Cellulase
R

Bright field Green Channel (FITC) Red Channel (FM4-64) Merge (FM4-64 & FITC)

Figura 3.10. Micrografias confocales de protoplastos en campo claro (A); fluorescencia debida a FITC (B); fluorescencia
de la membrana (flecha verde) y vesiculas endociticas (flechas I‘OJaS) marcadas con FM4-64 y su colocahzamon con
FITC (D). En B, la flecha azul indica la vacuola. Serag, 2011 [274].

MwenTs [l vacuola - Membrana celular - Endosoma - Golgi Plastidos . Membrana nuclear
Reticulo parcialmente cubierto [ | Cuerpos multivesiculares 1 Nucledlo |

Figura 3.11. Micrografias HRTEM donde se muestra la localizacién de los MWCNTs al interior de protoplastos. Modifica-
do de Serag, 2011[274].
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Los estudios realizados por Liu y colaboradores en
células intactas en suspension celular de Nicotiana
tabacum Bright-Yellow-2 (BY-2) sugieren que los
SWCNTSs son capaces de atravesar la pared celular en
plantas [275]. Primero funcionalizaron SWCNTSs oxida-
dos no covalentemente con FITC por apilamiento n-nt
(SWCNTs-FITC) y al incubarlos en presencia de las
células BY-2 observaron que éstos habian atravesado
la pared y membrana celular localizandose en el siste-
ma vacuolar de células intactas (Figuras 3.12-Ay 3.12-
B), las cuales fueron diferenciadas de las células plas-
molizadas y muertas con ioduro de propidium (PI). En
contraste, cuando las células BY-2 se incubaron con
SWCNTSs pristinos funcionalizados no covalentemente
con una molécula de ssDNA marcada con FITC via
apilamiento m- (SWCNTs-DNA-FITC), ésta fue trans-
portada hacia el citoplasma localizado en las periferias
de las vacuolas (Figuras 3.12-C y 3.12-D) [275]. Estas
observaciones sugieren que existe un mecanismo de
reconocimiento, separacion y distribucién que envia a

Figura 3.12. Micrografias confocales en campo claro (B y
C) y de fluorescencia (A y C) de SWCNTs-FITC localiza-
dos al interior de células intactas dentro de vacuolas (Ay
B) y de SWCNTs-DNA-FITC localizados en el citoplasma
(Cy D). Modificado de Liu, 2009 [275].

diferentes compartimientos a los SWCNTs dependiendo del tipo de molécula que transportan. A diferencia de lo
propuesto por Serag y colaboradores [274], Liu propone que los CNTs atraviesan la membrana celular por endocito-
sis tal y como sucede en mamiferos, inhibiendo la internalizacion de los CNTs al realizar los tratamientos en presen-

cia de un inhibidor de endoci-
tosis dependiente de clatrina
conocido como wortmannina
[275].

En un estudio mas reciente
publicado por Yuan y colabo-
radores, se introdujo una se-
cuencia de DNA marcada con
FITC utilizando SWCNTs en
células de mesdfilo y en proto-
plastos de Arabidopsis thaliana
(Figura 3.13—E y 3.13-F)
[276]. Las micrografias HRTEM
muestran a los SWCNTSs en el
interior del ndcleo, mitocon-
drias, cloroplastos y vacuolas,
en la superficie de la pared
celular (Figura 3.13-A - 3.13-

Figura 3.13. Micrografias HRTEM que muestran la localizacién de los SWCNTs en
las células del mesofilo de Arabidopsis thaliana: (1) mitocondria; (2); nucleo; (3,7 y 9)
cloroplasto; (4) pared celular; (5, 6 y 8) vacuola. Las micrografias de fluorescencia (E
y F) muestran en el interior de las vacuolas (E) y nucleo (F) a los SWCNTSs funciona-
lizados no covalentemente con una secuencia de DNA marcada con FITC. Modifica-
do de Yuan, 2011 [276].

D). No se encontraron evidencias de un mecanismo de entrada mediado por endocitosis en los protoplastos, pero si
un mecanismo de internalizacion por difusion [276] que concuerda con lo propuesto por Serag y colaboradores en

protoplastos [274].
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CAPITULO 4

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Planteamiento del problema, hipdtesis y objetivos

En plantas, los métodos existentes de transformacion genética existentes son laboriosos, poco eficientes, y Unica-
mente permisibles en numero limitado de especies. En la actualidad, los CNTs funcionalizados con aminas (particu-
lar mente los MWCNTSs por lo facil que es sintetizarlos y adquirirlos) son utilizados como un método eficiente para la
transfeccion de células de mamifero, ya que pueden atravesar la membrana celular facilmente mientras transportan
consigo acidos nucleicos. Sin embargo, en plantas el uso de CNTs para la transformacién genética no ha sido pro-
bado debido a que existe una gran incertidumbre en cuanto a si son capaces o no de atravesar la pared celular. Con
base en lo anterior, el presente estudio busca determinar si los CNTs pueden mediar la transformacién genética de
células intactas de cultivos celulares de plantas, ya que son accesibles y de facil manejo.

HIPOTESIS

Los MWCNTSs funcionalizados con aminas son capaces de atravesar la pared celular, transportar y entregar DNA
plasmidico al interior de células de Nicotiana tabacum en suspensién, dando lugar a la transformacion genética de la
célula con un alto nivel de biocompatibilidad.

OBJETIVO GENERAL

Transformar células en suspension de Nicotiana tabacum utilizando MWCNTSs funcionalizados con aminas para
transportar, internalizar y entregar DNA plasmidico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Funcionalizar MWCNTSs pristinos por el método de “funcionalizacién covalente, libre de solventes, para su-
perficies con defectos” con diferentes tipos de aminas alifaticas, caracterizarlos, y determinar si la funciona-
lizacion se realiza con éxito.

2) Utilizar los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas para transportar y entregar un plasmido al inte-
rior de células en suspension de Nicotiana tabacum, y determinar si se da el proceso de transformacién ge-
nética.

3) Estudiar la capacidad de los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas para internalizarse en células
en suspension.

4) Analizar el nivel de biocompatibilidad de los CNTs funcionalizados en presencia de las células en suspen-
sion.
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CAPITULO 5

MATERIALES Y METODOS SECCION A
Funcionalizacion covalente, libre de solventes,
de MWCNTSs con aminas alifaticas

5.1. Materiales

1)  MWOCNTSs pristinos cortos y de facil dispersion: MWCNTs (Nanoestructured & Amorphous Materials) con

una pureza de > 95%, longitud de 0.5-2 um, diametro externo de 10 — 20 nm, y un didmetro interno de 5 -
10 nm.

2) Aminas alifaticas de cadena larga:

e octadecilamina (Sigma Aldrich & Fluka)
e 1,8-diaminooctano (Sigma Aldrich & Fluka)

3) Aminas alifaticas polimétricas:
e Polietilenglicol-diamina 2000 kDa (Sigma Aldrich & Fluka)
e Polietilenimina ramificada de 25000 kDa (Sigma Aldrich & Fluka).

5.2. Metodologia

5.2.1. Funcionalizacion covalente, libre de solventes, de los defectos de la superficie

Las aminas se colocaron por separado en tubos de vidrio Pyrex junto con la misma proporciéon de MWCNTS pristinos
(proporcién 1:1), y se sellaron al vacio (102 — 10 -' Torr) para formar las ampolletas. Las ampolletas se colocaron
dentro de un horno cilindrico utilizando los parametros de temperatura mostrados en la Tabla 5.1. Debido a la natura-
leza quimica de las aminas utilizadas, la funcionalizacién se dividié en dos tipos: 1) la funcionalizacion covalente libre
de solventes en fase de gas para 1-octadecilamina (ODA), 1,8-diaminooctano (DO), y 2) la funcionalizacién covalen-
te libre de solventes en fase de fusion para polietilenglicol diamina (PEGDA) y polietilenimina (PEI).

Ampolleta Proporcién Temperatura Tiempo Tipo de funcionalizacion
(wiw) (°C)
1 MWCNTSs : ODA 160 3
2 MWCNTs: DO 170 6 Fase de gas
3 | MWCNTs : PEGDA 111 170 8
4 MWCNTSs : PEI 190 12 Fase de fusién

Tabla 5.1. Parametros de temperatura y tiempo empleados para la funcionalizacion covalente, libre de solventes, en fase
de gas, y en fase de fusion utilizando.
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5.2.2. Purificacion de los MWCNTs funcionalizados

Después de la reaccidn de funcionalizacion, las ampolletas fueron abiertas para purificar las muestras extrayendo el
exceso de aminas que no reaccionaron durante la funcionalizacion, utilizando los parametros mostrados en la Tabla
5.2. Las muestras de MWCNTSs funcionalizadas con ODA y DO (referidos como MWCNTs-ODA y MWCNTs-DO,
respectivamente) fueron desgasificadas al vacio utilizando un equipo de vidrio para desgasificacion y colocandolas
en el reactor (Figura 5.1—2); mientras que las muestras de MWCNTSs funcionalizados con PEGDA y PEI (referidos
como MWCNTs-PEGDA y MWNTSs-PEI, respectivamente) fueron purificadas con ciclos de lavados y centrifugaciones
utilizando H20 destilada.

Ampolleta Método de Temperatura Velocidad Tiempo
(°C) (rpm) total
1 MWCNTSs - ODA
2 MWCNTs- DO Desgasificacidn 120 - 2h
3 MWCNTSs - PEGDA
4 MWCNTs - PEI Centrifugacion 25 5000 Ciclos de 20 min

Tabla 5.2. Parametros de temperatura y tiempo empleados purificacion de los MWCNTSs funcionalizados con aminas.

Figura 5.1. Equipo de vidrio utilizado para la desgasificacion disefiado en el Laboratorio de Materiales y Sensores
del CCADET de la UNAM: parrilla regulada por voltaje (1); reactor (2); seccidn colectora del reactor (3); bomba de
vacio (4); sistema de valvulas de cierre y escape ().

5.2.3. Caracterizacion de los MWCNTSs funcionalizados con aminas alifaticas

Se emplearon diferentes métodos de espectroscopia y microscopia para la caracterizacion fisico-quimica, estructural
y topografica de los MWCNTS pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas.
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5.2.3.1. Espectroscopia Raman

Se utilizé un equipo modelo NICOLET-Almega XR para determinar el espectro Raman de los MWCNTS pris-
tinos.

5.2.3.2. Pruebas de solubilidad y dispersabilidad

Los MWCNTSs pristinos y funcionalizados (1 mg) fueron previamente macerados en un mortero de agata y
ultrasonicados en 1 ml de H.O mili-Q o isopropanol absoluto con un equipo Branson-2510 durante 15 min a
45kHz, y el comportamiento de las muestras se observé durante 48 h.

5.2.3.3. Espectroscopia en el Infrarrojo (FT-IR)

Tanto los MWCNTS pristinos como los funcionalizados con aminas fueron ultrasonicados en isopropanol ab-
soluto y colocados sobre la superficie de una ventana de ZnSe, la cual se coloco en un equipo Nicolet
Nexus 670 FT-IR para la obtencion de los espectros en el Infrarrojo.

5.2.3.4. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Las curvas termogravimétricas para cada tipo de MWCNTSs se obtuvieron con termobalanza Mettler Toledo
851e TGA/SDTA con flujo de aire de 100 ml/min y con una rampa de calentamiento de 10°C/min hasta lle-
gar a una temperatura de 1000 °C.

5.2.3.5. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las micrografias de cada tipo de MWCNTSs se obtuvieron utilizando un microscopio electrénico de barrido
modelo JEOL JSM-5900LV operando a 30 kV.

5.2.3.6. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Las muestras de MWCNTSs fueron sonicadas en isopropanol y colocadas en un soporte de silicio por el mé-
todo de rotacién “spin-coating” a 300 rpm durante, 1.5 min. Las micrografias se obtuvieron con el software
Pico View 1.6 a través de un microscopio Agilent 5500 Multimode Scanning Probe con cantiléver de silicon
empleando el modo de contacto intermitente (acustico) a una frecuencia 300 kHz.

5.2.3.7. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
Las micrografias de los MWCNTS pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas fueron obtenidas con un

equipo JEOL 400EX operando a 200 kV, ambos tipos de CNTs fueron sonicados en isopropanol y coloca-
dos en un soporte para microscopio TEM de nitrocelulosa.
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MATERIALES Y METODOS SECCION B
Pruebas de internalizacion de MWCNTSs en células de plantas

5.3. Materiales

1) CNTs:

SWCNTSs (Nanoestructured & Amorphous Materials)

SWCNTSs oxidados (Nanoestructured & Amorphous Materials)
MWCNTSs pristinos

MWCNTs-ODA

MWCNTs-DO

MWCNTs-PEGDA

MWCNTs-PEI

2) Fluoréforos:

FITC (Sigma Aldrich)

Azul de Evans (Sigma Aldrich)
loduro de propidium (Sigma Aldrich)
Alexa Fluor® 555-NHS (Invitrogen)

3) Buffer de marcaje fluorescente:

e 25 mg de NaHCO3
e 1 ml de H.0 mili-Q estéril
o Mezclar vigorosamente con vortex hasta disolver completamente y guardar a -20°C.

4) Material biologico:

e Semillas de Nicotiana tabacum L. c.v. Xanthi (NT-X)
e Linea celular estable de Nicotiana tabacum L. c.v. Bright Yellow (NT-1) donada por el Dr. Gerardo
Rafael Argiello Astorga del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPYCYT).

5) Medios de cultivo:
a) Medio Murashige Skoog (MS) para germinacién de semillas:

e 500 ml de H20 destilada

o 10 ml de las soluciones stock I-VIIl mostrados en Tabla 5.1.

o 30 g desacarosa

o 3.3.gdeGellan

e Ajustarel pHa 5.7 - 6.0 con KOH y aforar a 1L.

o Esterilizar por autoclave, servir en frascos estériles utilizando una campana de flujo laminar y
guardar a - 4°C.
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Tabla 5.3. Contenido de las soluciones stock para medio de germinacién, medio TS y medio TC.

500 ml de H,O destilada

Medio de induccién y mantenimiento para callo (TC) y suspensién celular (TS) de la linea celular NT-X:

10 ml de cada una de las soluciones stock |-IX mostradas en Tabla 5.3.

30 g de sacarosa

*3.3. g de Gellan (Unicamente para medio TC)
Ajustar el pH a 5.7 con KOH, y aforar a 1L.

Esterilizar por autoclave, servir en frascos estériles utilizando una campana de flujo laminar y guar-

dara-4°C.

Solucion stock Contenido Concentracion (g/L)
1 (100X) Nitrato de amonio 46.3
Nitratos Nitrato de potasio 283
Il (100X) Sulfato de magnésio 7H.0 18.5
Sulfatos Sulfato de manganeso H.0 0.334

Sulfato de Zinc 7H,0 0.15
Il (100X) Cloruro de calcio 2H,0 16.6
Halbégenos Yoduro de potasio 0.08
IV (100X) Fosfato de potasio H.O 40
Fosfatos Acido bérico 0.16
V(100X) Sulfato ferroso 7H,0 2.78
Quelantes EDTA 2H,0 3.73
Vi Mioinositol 100
Vitamina R2 Acido nicotinico 1
(1X) Piridoxina 1
Tiamina 2
Vil Acido ascérbico 05
Antioxidantes Acido citrico 05
Vil
Aminoéacidos Glicina 20
IX 24-D 0.2
Fitohormonas BAP 0.01

500 ml de H,0 destilada

Medio BY-2 de para mantenimiento de la linea celular estable NT-1

10 ml década una de las solucion stock I-IX mostradas en la Tabla 5.4.

30 g de sacarosa

Ajustar el pH a 5.7 con KOH y aforar a 1L.

Esterilizar por autoclave

Transferir a frascos estériles utilizando una campana de flujo laminar y guardar a - 4°C.
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Solucion stock

Contenido

Concentracioén (g/L)

I (100X) Nitrato de amonio 19.91
Nitratos Nitrato de potasio 121.7
Il (100X) Sulfato de magnésio 7H,0 7.955
Sulfatos Sulfato de manganeso H.0 0.143
Sulfato de Zinc 7H,0 0.065
Il (100X) Cloruro de calcio 2H,0 7.138
Haldgenos Yoduro de potasio 0.035
IV (100X) Fosfato de potasio H,0 255
Fosfatos Acido bérico 0.068
V(100X) Sulfato ferroso 7H,0 1.195
Quelantes EDTA 2H,0 1.604
Vi
Vitaminas Mioinositol 10
vii Acido ascérbico 05
Antioxidantes Acido citrico 0.5
vill Glicina 20
Aminoacidos Tiamina 0.1
IX
Fitohormonas 2,4-D 0.2

5.4. Metodologia

Tabla 5.4. Contenido de las soluciones stock para la preparacion del medio BY-2.

5.4.1. Obtencidn las suspensiones celulares

5.4.1.1. Induccioén de callos a partir de plantulas de NT-X

1.

Las semillas de NT-X se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10 % y tween
20 al 0.1% agitdndolas suavemente con ayuda de un voértex durante 10 min, y lavadas con H,O destilada
estéril.

Las semillas desinfectadas se colocaron sobre el medio MS para germinacidn con ayuda de una punta esté-
ril, y se incubaron a 25°C bajo condiciones de dia largo (16 h de luz: 8 h de oscuridad) durante unos dias
hasta obtener plantulas de 15 dias.

Se extrajeron hipocotilos, tallos, peciolos, cotiledones, y algunas hojas a partir de las plantulas con ayuda de
una navaja estéril, y se colocaron sobre el medio TC para induccién de callos asegurando que el envés de
las hojas y cotiledones estuvieran en contacto con la superficie del medio, y se incubaron a 25°C en condi-
ciones de oscuridad.

Al paso de unas semanas, se observo la formacién de una masa blanquecina en las periferias de los ex-
plantes, y ésta fue transferida con ayuda de una navaja estéril a medios TC fresco para permitir el creci-
miento masivo del callo.

Finalmente, se realizaron subcultivos periddicos cada 15 dias, retirando las zonas oxidadas y viejas ricas en
compuestos fendlicos con ayuda de una navaja y pinzas estériles, transfiriendo el cayo joven y blanquecino
a medios TC frescos para su mantenimiento.
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5.4.1.2. Induccion de las suspensiones celulares de NT-X

1. Se sumergieron 6 g de callo joven de NT-X en matraces con 50 ml de medio liquido para induccion de sus-
pension celular TS. Los matraces se sellaron con papel aluminio estéril y se incubaron a 25°C con agita-
cion orbital (130 rpm) en condiciones de oscuridad durante unos dias hasta que el callo se disgreg6 casi por
completo.

2. Se utilizé un dispersor (Sigma Aldrich) para disgregar y homogenizar la suspension celular, de la cual se
tomaron 10 ml y se colocaron en un matraz con 50 ml de medio TS fresco. Este proceso se realiz6 periédi-
camente cada 7 dias hasta obtener una suspension celular homogénea.

5.4.1.3. Mantenimiento de la linea celular estable NT-1

La linea celular NT-1 se subcultivé periédicamente cada 7 dias, transfiriendo 10 ml de la suspension celular a
un matraz con 50 ml de medio fresco BY-2 liquido, el cual se sellé con papel aluminio estéril, y se incubd a 25°C
con agitacion orbital a 130 rpm en condiciones de oscuridad.

5.4.2. Funcionalizacién y derivatizacion de CNTs con moléculas fluorescentes

Los siguientes procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas, y cada tipo
de CNT fue esterilizado al vacio previamente durante 24 h utilizando un desecador.

5.4.2.1. Funcionalizacién no covalente de SWCNTs oxidados con FITC

La funcionalizacion no covalente via apilamiento - de SWCNTSs oxidados (SWCNTs-0x) con el fluoréforo FITC
se realizé de acuerdo con el protocolo descrito por Liu y colaboradores [275].

1.

Se preparo una solucion con 50 pg de SWCNTs-ox (previamente esterilizados al vacio en un deseca-
dor durante 24 h) en un volumen total de 500 ul de H.O mili-Q estéril, a la cual se le agregaron 5 pl de
FITC a una concentracién de 1 mg/ml. La solucién se sonico durante 5 min para romper los cimulos y
agregados, y se incubd a 25°C durante 1h en oscuridad.

Posteriormente, la solucion se centrifugd durante 5 min a 12000 rpm a 4°C, se elimind el sobrenadante
con ayuda de una punta de micropipeta, y se realizaron ciclos de lavados y centrifugaciones con H,O
mili-Q estéril para eliminar los residuos de FITC.

3. Los SWCNTs-ox funcionalizados con FITC se resuspendieron en 100 ul de H20 mili-Q estéril.

5.4.2.2. Funcionalizacion y derivatizacion de MWCNTs con Alexa Fluor® 555-NHS

a) Funcionalizacion no covalente via apilamiento n-t de MWCNTSs pristinos, SWCNTSs pristinos y MWCNTSs-
ODA con Alexa Fluor® 555-NHS:

2.

Se prepard una solucion con en 30 g de Alexa Fluor® 555 -NHS en 6 ul de MSO (stock de Alexa
Fluor® 555 -NHS).

A continuacion, se prepararon soluciones de MWCNTSs pristinos, SWCNTSs pristinos 0 MWCNTs-ODA,
con 50 ug de cada uno por separado en volumen total de 20 pl con H.O mili-Q estéril. A cada solucién
se le afiadié 1 pl del stock de Alexa Fluor® 555 -NHS y se sonicaron durante 5 min para romper los
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b)

cumulos y agregados, y posteriormente se incubaron durante 1 h a 25°C en oscuridad, y se centrifuga-
ron a 12000 rpm durante 10 min.

3. El sobrenadante se desechd con ayuda de una punta de micropipeta, y se realizaron ciclos de lavados
y centrifugaciones con H,O mili-Q estéril para eliminar los residuos de Alexa Fluor® 555 -NHS.

4. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en 20 ul de H,O mili-Q estéril.

Derivatizacion covalente de MWCNTs-DO, MWCNTs-PEGDA y MWCTNs-PEI con Alexa Fluor® 555 -NHS:

1. Se prepararon soluciones de MWCNTs-DO, MWCNTs-PEGDA o MWCNTS-PEI con 50 g de cada uno
en 10 ul de buffer de marcaje fluorescente, afiadiéndoles 1 l de stock de Alexa Fluor® 555 -NHS en
un volumen total de 20 pl con H20 mili-Q estéril, se sonicaron durante 5 min para romper los cimulos y
agregado, y se incubaron durante 1 h a 25°C en oscuridad.

4. Las reacciones se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se desechd con ayuda
de una pipeta, se realizaron ciclos de lavados y centrifugaciones con H.O mili-Q estéril para eliminar los
residuos de Alexa Fluor® 555 -NHS.

5. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en 20 ul de H20 mili-Q estéril.

5.4.3. Prueba de internalizacion de CNTs en células en suspension

5.4.3.1. Prueba de internalizaciéon para SWCNT-ox funcionalizados con FITC

1.

Se realizaron tratamientos en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas, colocando 100 pl
de la solucién de SWCNTs-ox funcionalizados con FITC (50 pg/ul) en 1 ml de la suspension celular de NT-
X 0 1 ml de suspension de la linea celular NT-1 en placas para ELISA estériles, y se incubaron durante un
intervalo de 3—48 h a 25°C en agitacién orbital (130 rpm).

Posteriormente, las suspensiones celulares fueron trasladas a tubos Eppendorf y centrifugadas a 300 rpm,
se retiro el sobrenadante y se realizaron lavados con medio BY-2 fresco. Las muestras fueron tefiidas con
Azul de Evans y PI, y se observaron al microscopio confocal.

5.4.3.2. Prueba de internalizacion para CNT funcionalizados con Alexa Fluor® 555-NHS

1.

Se realizaron tratamientos en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas, colocando 20 ul de
MWCNTSs funcionalizados y derivatizados con Alexa 555®-NHS en 1 ml de la suspension de la linea celular
NT-1 en placas para ELISA estériles, y se incubaron durante un intervalo de 3—48 h a 25°C en agitacion
orbital.

Posteriormente, las suspensiones celulares fueron trasladas a tubos Eppendorf y centrifugadas a 300 rpm,
se retirb el sobrenadante y se realizaron lavados con medio BY-2 fresco. Las muestras se observaron al
microscopio confocal.

5.4.3.3. Microscopia confocal

1.

Para observar las muestras se utilizé un microscopio invertido Confocal Olympus 1X81, realizando cortes en
el eje Z, y utilizando los siguientes pardmetros de excitacion (Aex) y emision (Aem) para cada fluoréforo: FITC
(Aex 488 nm; Aem 520 Nm); Pl (Aex 493 nm; Aem 630 nm); Alexa Fluor® 555-NHS (Aex 553 nm; Aem 568 nm).

Las micrografias de las muestras se procesaron con el software FV10-ASW 1.7 Viewer.
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MATERIALES Y METODOS SECCION C
Pruebas de transformacion geneética y biocompatibilidad con CNTs
en células de plantas

5.5. Materiales

1) Plasmido AtnCBP-GFP:
bar ECORI

&
L (1318)

El plasmido AtnCBP-GFP (Figura 5.2) con-
tiene la region codificante del gene que
codifica para la proteina nCBP (novel cap-
binding protein) de Arabidopsis thaliana
fusionada en su extremo 3’ a la region co-
dificante del gene que codifica para la pro-
teina GFP. La fusién se encuentra regula-
da transcripcionalmente por el promotor
constitutivo CamV 35S de plantas y el ter-
minador transcripcional de la octopina sin-
tasa (OCS) de Agrobacterium tumefaciens.
El plasmido presenta un gene (KanR) que
confiere resistencia a antibidtico kanamici-

na para bacterias, y un gene (Bar) que .

]E,) , " yI h g " (BAS)T</1-\® Figura 5.2. Mapa del plasmido AtnCBP-GFP. En el mapa se mues-
confiere resistencia al herbicida tran las regiones que pertenecen los sitios donde cortan las enzi-
para plantas. mas de restriccion EcoRI y Xbal.

AtnCBP-GFP
11.4 kb

2) Medio Luria-Bertani (LB):

e 10 g de Bacto triptona (peptona)

e 10g deNaCl

e 159 deagar (Unicamente para preparar medio LB sélido).

e 5 gde extracto de levadura

o Aforar a 1L con H.0 destilada y esterilizar por autoclave; y dejar enfriar.

o Adicionar el antibiético de interés a la concentracion adecuada y servir en matraz o caja Petri, respec-
tivamente (realizar en condiciones asépticas frente a un mechero).

3) Antibidtico:

Preparar una solucién stock de kanamicina a una concentracion de 50 mg/ml con H.O mili-Q estéril, pasar
por filtro de 0.2 um y guardar a -20°C. Adicionar el volumen necesario de antibidtico al medio LB liquido
para obtener una concentracion final de 50 pg/ml, y mezclar con agitacion suave.

46



4) Soluciones y Buffers:

a)

c)

d)

Buffer de transformacion PIPES-CaCl,

10 mM PIPES

15 mM CaCl,

250 mM KCl

Agregar 975 ml de H>0 destilada y disolver ajustando el pH a 6.7 - 6.8.
Adicionar 10.9 g de MnCl., esterilizar y guardar 4°C.

Solucién de lisis alcalina |

50 mM glucosa
25 mM Tris-Cl (pH 8.0)

10 mM EDTA (pH 8.0)
Hacer un stock de 100ml, esterilizar por autoclave y mantener a 4°C.

Solucién de lisis alcalina |l

0.2 N NaOH (tomar a partir de un stock de 10 N NaOH)
1% (wiv) SDS
Preparar al momento de usar la cantidad necesaria.

Solucion de lisis alcalina Il

60 ml de 5 M acetato de potasio

11.5 ml de acido acético glacial

28.5 ml de H20 destilada

Guardar la solucion 4°C y transferir a hielo al momento de usar.

Solucién de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (relacion 25:24:1):

. Derretir el fenol congelado a 68°C y agregar el antioxidante hidroxiquinolina a una concen-

tracion final de 0.1%.

Agregar un volumen igual de 0.5 M Tris-Cl (pH 8.0), agitar durante 15 min y dejar reposar
hasta observar dos fases. Aspirar la fase superior acuosa cuidadosamente.

Agregar un volumen igual de 0.1 M Tris-Cl (pH 8.0), agitar durante 15 min, y dejar reposar
hasta observar dos fases.

Aspirar la fase superior acuosa cuidadosamente y repetir el paso anterior hasta que el pH
del fenol sea igual a 8.0 (utilizar papel pH o tornasol).

Finalmente, agregar 0.1 volimenes de 100 mM Tris-Cl (pH 8.0) mezclado con 1% de B-
mercaptoetanol y mezclar bien con el fenol. Guardar el fenol a 4°C en un frasco de &mbar
y evitar el contacto con la luz.

Hacer una mezcla de fenol equilibrado pH 8.0, cloroformo y alcohol isoamilico en propor-
cion 25:24:1 en presencia de 100 mM Tris-Cl (pH 8.0), y guardar a 4°C.
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f)  Buffer TE 10X:

e 100 mM Tris-Cl (pH. 7.4)
e 10 mM EDTA (pH 8.0)
o  Esterilizar y mantener a temperatura ambiente.

g) Buffer TBE 10X:

o 53 gde Tris-Cl

e 27.5g de &cido bérico

e 20 mlde EDTA (pH 8.0)

o Aforara 1L con H,0 destilada y esterilizar. Diluir con H2O para obtener un buffer TBE
0.5X.

h)  Buffer de carga para electroforesis de DNA:
e 1mMEDTA (pH 8.0)
o 50 % glicerol
e 0.25 % azul de bromofenol
e 0.25 % xilencianol
i)  Buffer de marcaje fluorescente:
o Ver materiales y métodos seccion B (materiales 3)

5) Stock de RNasa:

e Disolver 2 mg de RNasa (GIBCO) en 2 ml buffer TE (pH 7.6) para obtener una concentracién
final de 1 mg/mly guardar a -20°C.

6) Stock de bromuro de etidio:

o  Disolver 10 mg de bromuro de etidio en 1 ml de agua y agitar durante 1 hora con agitador
magnético. Guardar a 4°C en tubos color ambar, etiquetar y cubrir de la luz correctamente.

7) Kit de PCR convencional :

Taq polimerasa (Fermentas)

10X Taq Buffer (Fermentas)

25 mM MgCl; (Fermentas)

10 mM dNTPs (Invitrogen): dATP, dGTP, dCTP, dTTP

8) Kit para de PCR para marcaje fluorescente:

e 2 mM 5-(3-aminoallyl)-dUTP (Invitrogen)
e Alexa Fluor® 555- NHS (Invitrogen)
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9) Stock de oligos para amplificacion de fragmentos por PCR

Fragmentos Oligos Secuencia Fragmento
esperado
35SFw 5-AAGCTTCCTAAATCTACGGCGAAACAG-3’
35S-nCBP nCBPRv 5-GCCGCTTGATTGAGTCTCTCAAACCCATCAC-3 929 pb
nCBP Fw 5-CAGGGACTCGGGAAACATGGACAGC-3'
nCBP nCBPRv | 5-GCCGCTTGATTGAGTCTCTCAAACCCATCAC-3 536 pb
GFP Fw 5-'CTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTT-3’
GFP GFP Rv 5-GTAAAAGGACAGGGCCATCGCC-3' 604 pb

Tabla 5.5. Tabla que muestra la secuencia de los oligos delanteros (Fw) y reversos (Rv) para amplificacion
de fragmentos por PCR.

5.6. Metodologia

5.6.1. Generacion del plasmido AtnCBP-GFP

El plasmido AtnCBP-GFP (Figura 5.2) fue construido por De la Torre-Diaz [277] a partir del vector de clonacién pEar-
leyGate103 [166] utilizando la tecnologia Gateway® de Invitrogen [278]. La tecnologia Gateway® es un método
universal de clonacion que hace uso de la recombinacion sitio-especifica del bacteriéfago A para transferir una se-
cuencia entre vectores Gateway® de manera répida y eficiente. El método consta principalmente de tres pasos: 1) la
generacion de un vector de entrada pENTR/D-TOPO® [278]; 2) la recombinacién entre el vector entrante y el vector
destino (pEarlyGate 103); y 3) la insercién de la construccion (plasmido AtnCBP-GFP) en el hospedero apropiado
(Escherichia coli DH5a) [277].

5.6.2. Obtencion de células competentes de Escherichia coli DH5a

1.

Se realizé un precultivo bacteriano inoculando 50 ml de medio LB liquido con una cepa no transformada de Es-
cherichia coli DH5¢., e incubando durante toda la noche a 37°C con agitacion a 250 rpm.

Posteriormente, se inocularon 400 ml de LB con 4 ml del precultivo incubandolo bajo las mismas condiciones
hasta alcanzar una absorbancia aproximada de 0.4—0.6 tomada a 600 nm, utilizando un equipo espectrofotéme-
tro Biomate 3 de Thermo Scientific para determinarla.

El cultivo se repartio en 4 tubos estériles previamente enfriados, los cuales se colocaron en hielo durante 10 min
y se centrifugaron a 3000 rpm durante 7 min a 4°C.

El sobrenadante se decantd y el precipitado bacteriano fue resuspendido en 10 ml de buffer PIPES-CaCl, centri-
fugandolo a 3000 rpm durante 5 min a 4°C. Este paso anterior se repitié dos veces mas, y el precipitado bacte-
riano se resuspendio en 5 ml de buffer PIPES-CaCl,.

Finalmente, se prepararon alicuotas de 100 pl en tubos Eppendorf, los cuales se congelaron con nitrégeno liquido
y se almacenaron a -80°C para su uso posterior.
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5.6.3. Transformacion por choque térmico de Escherichia coli DH5¢. con el plasmido AtnCBP-GFP

1. Se agreg6 1 ul del plasmido AtnCBP-GFP (1 ug/ul) a una alicuota de 100 ul de células competentes, y se mez-
clé adecuadamente.

2. El tubo se coloco en hielo durante 20 min y después se incub6 a 42°C durante 90 s en bafio termostatado utili-
zando un equipo Thermostat plus; Eppendorf.

3. El tubo se transfirié a hielo durante 1-2 min, y se le afiadieron 800 pl de medio LB liquido utilizando una pipeta
con punta estéril.

4. El tubo fue incubado a 37°C durante 45 min en bafio termostatado, denominado bacterias transformadas.

5. Se tomaron 100 pl de las baterias transformadas y se plaquearon sobre medio LB sélido en un medio LB s6lido
en presencia de kanamicina (50 pg/ml). Como control negativo, se crecen bacterias competentes no transforma-
das en medio LB en presencia de antibiético.

6. Las cajas Petri fueron selladas con parafilm y se incubaron a 37 °C durante toda la noche.

5.6.4. Extraccion a gran escala del plasmido AtnCBP-GFP

5.6.4.1. Preparacion de cultivos bacterianos para la extraccién del plasmido y stock en glicerol

1. Con ayuda de un asa bateriologica se tomé una colonia bacteriana transformada mezclandola en 50 ml de
medio LB liquido en presencia de kanamicina, y se incubd a 37°C durante toda la noche en agitacién a 250
rpm.

2. Posteriormente, se tomaron 400 pl del medio y se colocaron en un tubo Eppendorf con 400 ul de medio LB
liquido y glicerol al 15% estéril, el tubo se congeld con nitrégeno liquido y se almacené a - 70° C. El resto
del cultivo bacteriano en medio liquido se utilizo para la posterior extraccién de plasmido a gran escala.

5.6.4.2. Extraccion de plasmido a gran escala (midi prep) por lisis alcalina

La extraccion a gran escala se realizo basado en el protocolo descrito por Sambrook y Rusell [279]:

1. El cultivo bacteriano fue centrifugado en tubos tipo Falcon de 50 ml y se centrifugd a 5000 rpm durante 10
min a 4°C. El sobrenadante se elimind por decantacién suavemente y los residuos de medio LB liquido se
aspiraron con un una punta de micropipeta para evitar dejar restos de él.

2. El precipitado bacteriano se resuspendié con ayuda de un vortex en 200 ul de la solucién de lisis alcalina |
previamente enfriada a 4°C.

3. Se afadieron 400 pl de la solucion de lisis alcalina Il (preparada al momento), sellando el tubo correctamente
e invirtiéndolo cinco veces para mezclar suavemente el material viscoso (es importante no utilizar el vértex
en este paso).

4. Eltubo se incubd en hielo durante 20 min, y se le agregaron 300 pl de la solucion de lisis alcalina Ill, sellan-
do el tubo correctamente e invirtiéndolo cinco veces mezclando suavemente.

5. El tubo se incubd durante 5 minutos en hielo y posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a
4°C, y el sobrenadante se recuperd con una punta de micropipeta, el cual se transfirié a un tubo Eppendorf
nuevo, evitando tomar parte del lisado bacteriano.

6. Una vez recuperado el sobrenadante se le afiadié un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y
se mezcl6 vigorosamente con ayuda de un vortex, se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min a 4°C.

7. La fase superior acuosa se recuperé con ayuda de una punta de micropipeta sin tomar la fase blanquecina
perteneciente al desecho celular. Este paso se repitid 3 veces mas.
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8. Al sobrenadante recuperado se le agreg6 un volumen igual de isopropanol absoluto y se dej6 reposar duran-
te 5 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente se centrifugo durante 10 min a 12000 rpm a 25°C pa-
ra evitar la precipitacion de sales.

9. Cuidadosamente se retiré el sobrenadante por decantacién evitando despegar la pastilla blanquecina forma-
da en fondo del tubo, y posteriormente se colocé invertido durante unos minutos sobre un papel absorbente
hasta drenar cualquier residuo de isopropanol que haya permanecido al interior del tubo.

10. Consecutivamente se realizé un lavado con 1.5 ml de etanol al 70%, y el tubo se centrifugd a 12000 rpm
durante 10 min a 25°C. El sobrenadante se decant6 al igual que el paso anterior hasta eliminar los residuos
cuidadosamente sin remover a pastilla.

11.Finalmente, la pastilla se resuspendié en 100 ul de H.O mili-Q en presencia de RNasa hasta disolverla por
completo.

5.6.5. Caracterizacion del plasmido AtnCBP-GFP

Una vez que el plasmido AinCBP-GFP se extrajo masivamente, se caracterizd por diferentes métodos espectroscéd-
picos y de biologia molecular para determinar su integridad:

5.6.5.1. Cuantificacion por espectroscopia

Se coloco 1 pl del plasmido AtnCBP-GFP junto con 99 ul de H,O mili-Q un tubo Eppendorf nuevo (dilucion
1 en 100), la mezcla se colocé en una celda de cuarzo y se determiné la absorbancia a 260/280 nm con el
espectrofotdmetro. El calculo de la concentracion de DNA plasmidico se realizd de acuerdo con la relacién
entre absorbancia y concentracidn para acidos nucleicos, donde una unidad de absorbancia medida a 260
nm equivale a 50 pg/ml de dsDNA [279].

5.6.5.2. Digestion enzimatica

Se colocaron los siguientes componentes de acuerdo con la Tabla 5.6 en un volumen total de 20 ul dentro
de un tubo Eppendorf en el siguiente orden: 1) H,O mili-Q estéril; 2) Buffer de reaccion Ne-2; 3) DNA plas-
midico (AtnCBP-GFP); 4) albimina de suero bovino (BSA); 5) enzima de restriccion EcoRl; y 6) enzima de
restriccion Xbal. Finalmente, la reaccion se incubd durante 16 h a 37 °C, posteriormente se realizo la elec-
troforesis.

Componente Cantidad

1 H20 mili-Q estéril 13.5 pl
2 10X Buffer Ne 2 2yl
3 DNA plasmidico (1ug/ul) 1l
4 BSA (1mg/ml) 2yl
5 EcoRl 0.5l
6 Xbal 1l
- Total 20 pl

Tabla 5.6. Componentes utilizados para la digestion enzimatica
del plasmido AtnCBP-GFP.
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5.6.5.3. Caracterizacion por reaccién de amplificacion por PCR

Para llevar a cabo la caracterizacion por reaccion de PCR, se utilizé un equipo Master Cycler Gradient Ep-
pendorf. Los componentes, ciclos de temperatura y tiempo utilizados para la reaccion se muestran en la Ta-
bla 5.7, mientras que el juego de oligos utilizados para amplificar los fragmentos 35S-nCBP, nCBP y GFP a
partir del plasmido AtnCBP-GFP se muestran en la Tabla 5.5. Finalmente, se realiz6 la electroforesis de los

productos de PCR.

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
10XTaq Buffer 2l 1 94 10 min
25 mM MgCl, 4l 2 94 15s
10 uM Oligo Fw 0.5 3 60 30s
10 uM Oligo Rv 0.5 pl 4 72 1 min
10 mM mix dNTPs 0.5 pl 5 Repeticion de ciclos 1-4 35 veces
Tag Polimerasa 0.3 l 6 72 10min
DNA plasmidico (50 ng/ul) 1l 7 4 -
H20 mili-Q estéril 11.2
Total 20 pl

Tabla 5.7. Componentes y ciclos de PCR para la amplificacion de fragmentos a partir del plasmido AtnCBP-GFP.

5.6.6. Sintesis de DNA marcado fluorescentemente con Alexa Fluor® 555 - NHS

5.6.6.1. Marcaje de DNA con 5-(3-aminoalil)-dUTP

o La sintesis de fragmentos de DNA marcados con 5-(3-aminoalil)-dUTP se realizé siguiendo el protocolo
descrito por Invitrogen [280], amplificando por PCR el fragmento nCBP-GFP a partir del plasmido AtnCBP-

GFP de acuerdo con los parametros y condiciones mostrados en la Tabla 5.8.

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
10XTaq Buffer 2yl 1 94 10 min
25 mM MgCl, 4 pl 2 94 15s
10 uM Oligo Fw 0.5 ul 3 60 30s
10 uM Oligo Rv 0.5 ul 4 72 1 min
10 mM mix dATP+dGTP+dCTP 0.5ul 5 Repeticion de ciclos 1-4 38 veces
10 mM dTTP 0.3 pl 6 72 10min
2mM 5-(3-aminoalil)-dUTP 3l 7 4 -
Taq Polimerasa 0.3 pl
DNA plasmidico (20 ng/pl) 1l
H.0 mili-Q estéril 7.9 ul
Total 20 ul

Tabla 5.8. Componentes y ciclos de PCR para la amplificacion de fragmentos fluorescentes.

El fragmento de DNA marcado con 5-(3-aminoalil)-dUTP fue purificado utilizando el kit de QIAquick® para
PCR (QIAGEN), con el cual se eliminé el exceso de 5-(3-aminoalil)-dUTP que no se incorporé durante la
reaccion. La purificacion fue realizada siguiendo las modificaciones recomendadas por Invitrogen [280]
basadas en el protocolo descrito por QIAGEN [281]:
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1. El producto de PCR (20 pl) se llevé a un volumen final de 100 pl con H20 mili-Q y se le adicionaron
5 volumenes (500 ) del Buffer PBI del kit de purificacién QIAquick®. La mezcla se colocd en una
columna sobre un tubo colector de 2 mly se centrifugd durante 1 min a 14000 rpm y se retird el li-
quido del tubo recolector.

2. Se adicionaron 0.75 ml de etanol al 75% (sustituyendo al buffer PE de lavado del kit de purificacion
QIAquick®) a la columna dentro del tubo colector y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 min. El li-
quido de la columna se retird, y se realizé una segunda centrifugacién para eliminar los residuos de
etanol.

3. Se agregaron 50 ul de HoO (sustituyendo al buffer de elusién EB del kit de purificacion QIAquick®)
ala columna, y ésta se colocd en un tubo colector nuevo, se dejo reposar durante 5 min y se centri-
fugd a 14 rpm durante 1 min. Este paso se repitié 2 veces. Finalmente, la solucion obtenida en el
tubo colector se recuperd y se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo.

4. Se adicionaron 0.1 volumenes (10 pl) de 3M acetato de potasio (pH 5.2) y 2.5 volimenes (250 pl)
de etanol absoluto a la solucion recuperada y se dejo precipitar a -70 °C durante 30 min.

5. Eltubo fue centrifugado a 14000 rpm durante 15 min y se decanto el sobre nadante cuidadosamen-
te para evitar que la pastilla blanquecina que se formé en el fondo del tubo se despegara. La pasti-
lla se lavé con etanol al 70% y se centrifugd nuevamente a 14000 rpm durante 15 min.

6. El sobrenadante se decantd cuidadosamente para recuperar a pastilla blanquecina, la cual se re-
suspendi6 en 5 ul de DNA.

5.6.6.2. Marcaje de DNA con Alexa Fluor® 555 - NHS

Después de la purificacion del fragmento de DNA marcado con 5-(3-aminoalil)-dUTP, se realizé una reac-
cion para méarcalo covalentemente con Alexa Fluor® 555 -NHS. La reaccion se llevo a cabo por amidacion
entre el grupo aminoalil y el grupo N-succinilmidil-éster (NHS) de Alexa Fluor® 555 -NHS de acuerdo con
el protocolo descrito por Invitrogen [280, 282]:

1. Se mezclaron 5 pl del fragmento marcado con 5-(3-aminoalil)-dUTP con 3 pl de buffer de marcaje fluo-
rescente, y 2 ul de Alexa Fluor® 555 —-NHS (30jg) disuelto en MSO. La mezcla se agit6 vigorosamente
con el vortex y la reaccion se incubo a 25°C en oscuridad durante 1 h.

2. Posteriormente, se adicionaron 80 ul de H.O mili-Q estéril y 10 ul de 3M acetato de potasio (pH 5.2) para
precipitar el fragmento marcado con Alexa Fluor® 555 —-NHS.

3. Para eliminar los restos de Alexa Fluor® 555 —-NHS que no reaccionaron se llevd a cabo la purificacion
del fragmento siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.6.6.1.

4. El fragmento purificado se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm y se guardé a -20°C en oscuridad
para evitar el contacto con la luz.

5.6.7. Funcionalizacion de MWCNTs con DNA plasmidico

Se realizo una prueba para la funcionalizacién no covalente de MWCNTSs con el plasmido AtnCBP-GFP variando la
concentracion, el pH y el tiempo de incubacion, para determinar los pardmetros mas adecuados:

1. Se colocaron 50 g de MWCNTSs pristinos y MWCNTS funcionalizados con aminas en presencia de diferen-

tes cantidades de plasmido (2, 4 y 8 pg) en un volumen final de 20 pl con H,O mili-Q, y se incubd durante 1
ha25°C.
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Se realizaron dos tratamientos colocando 50 pg de MWCNTSs pristinos y MWCNTs funcionalizados con
aminas en presencia de diferentes cantidades del plasmido (2, 4 y 8 ug) en un volumen final de 20 ul con
H,0 mili-Q, el primer tratamiento se incubd durante 1 min, mientras que el segundo se incubd durante 16 h.
Se colocaron 4 ug de plasmido en presencia de 50 pg de MWCNTSs pristinos y MWCNTSs funcionalizados
con aminas en un volumen total de 20 pl H20 mili-Q, variando el pH (3.5,4.5,6.5y7.5).

Posteriormente, cada una de las muestras se centrifugd a 12000 rpm a 4°C, el sobrenadante se recuperé y
se transfirié a un tubo nuevo para ser visualizado a través de un gel de agarosa.

5.6.8. Electroforesis en gel de agarosa para acidos nucleicos

1.

Las muestras se cargaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (0.5 pug/ml) en presen-
cia de buffer TBE 5X, utilizando equipo de electroforesis Bio-Rad Mini-sub cell GT cell operado a 80 V.

Se utilizaron 3 pl de un marcador de peso molecular para dsDNA de 100 pb (Invitrogen).

El gel se visualiz6 a través de un transiluminador y la imagen digital se obtuvo con un equipo Kodak Image
Station 440CF utilizando un filtro de 595 nm y el software Carestream Molecular Imaging.

5.6.9. Prueba de transformacion genética de células en suspension con CNTs

5.6.9.1. Prueba de transformacion genética en células en suspension con MWCNTs funcionalizados
con DNA plasmidico

1.

Los MWCNTSs esterilizaron al vacio durante 24 h antes de ser funcionalizados con DNA plasmidico y los
siguientes procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas pa-
ra evitar la contaminacién de los cultivos celulares.

Se realiz6 la funcionalizacion no covalente por interaccion hidrofdbica de MWCNTs pristinos y
MWCNTs-ODA (50 ug de cada uno) con el plasmido AtnCBP-GFP (4 jg) en un volumen final de 20 pl
en H20 mili-Q estéril, y la solucién se incub6 durante 1 h a 25°C.

Se realizo la funcionalizacién no covalente por interacciones electrostaticas de MWCNTs-DO, MWCNTs-
PEGDA y MWCNTSs-PEI (50 ug de cada uno) con el plasmido AtnCBP-GFP (4 ug) en un volumen final
de 20 pl en H,0 mili-Q estéril, y la solucion se incubé durante 1 h a 25°C.

Posteriormente, se realiz6 un tratamiento colocando cada solucion por separado en 1 ml de suspension
celular de NT-X en placas para ELISA estériles, y se incubaron a 25°C durante 24 y 48 h en agitacion
orbital (130 rpm).

Finalmente, las muestras fueron observadas al microscopio confocal.

5.6.9.2. Prueba de transformacion genética en células en suspensiéon con MWCNTs funcionalizados
con DNA marcado con Alexa Fluor® 555 - NHS

1.

Se realizé la funcionalizacion no covalente por interaccién hidrofébica de MWCNTs pristinos y
MWCNTs-ODA (50 pg de cada uno) con el fragmento de DNA marcado con Alexa Fluor® 555 -NHS (1
Mg) en un volumen final de 20 pl en H20 mili-Q.
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4.

Se realiz6 la funcionalizacién no covalente por interacciones electrostaticas de MWCNTs-DO, MWCNTSs-
PEGDA y MWCNTSs-PEI (50 ug de cada uno) con Alexa Fluor® 555 -NHS (1 pg) en un volumen final de
20 pl en H20 mili-Q.

Posteriormente, se realizd un tratamiento colocando cada solucién por separado en 1 ml de la suspen-
sion de la linea celular NT-1 en placas para ELISA, y se incubaron a 25°C durante 24 y 48 h en agita-
cion orbital (130 rpm).

Las muestras fueron observadas al microscopio confocal.

5.6.9.3. Microscopia confocal

1. Para observar las muestras se utilizé un microscopio invertido Confocal Olympus 1X81, realizando
cortes en el eje Z, y utilizando los siguientes parametros de excitacidn (Aex) y emision (Aem) para
cada fuor6foro: GFP (A ex 498 nm; A em 509 nm); Alexa Fluor® 555-NHS (Aex 553 nm; A 568 nm).

2. Las micrografias de las muestras se procesaron con el software FV10-ASW 1.7 Viewer.

8.6.10. Prueba de biocompatibilidad

1.

Los MWCNTSs esterilizaron al vacio durante 24 h y los siguientes procedimientos se realizaron en una
campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas para evitar la contaminacion de los cultivos celula-
res.

Se preparé una solucion de MWCNTSs pristinos y MWCNTS funcionalizados con aminas (50 ug de cada
uno) en 20l en H,0 mili-Q estéril, y se incubaron durante 1 h a 25°C.

Posteriormente, las soluciones se colocaron por separado en presencia de 1 ml de suspension de la li-
nea celular NT-1 en placas para ELISA estériles, incubandolas a 25°C durante 48 h en agitacion orbital
(130 rpm).

Las muestras fueron tefiidas con 50 ul azul de Evans al 5% durante 1 h, y se observaron al microscopio
dptico.

En cada tratamiento, la proporcién de células plasmolizadas (tefiidas en azul) e intactas (no tefiidas)
obtenidas a partir de una poblacion de 2000 células se analizé a través del estadistico de prueba »2, y
se realiz una tabla de contingencia de 2x2 con grados de libertad =1 y una o = 0.05 utilizando el soft-
ware GraphPad Prism ver. 5.
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CAPITULO 6

RESULTADOS Y DISCUSION
Transformacion de plantas con MWCNTSs

6.1. Obtencion y caracterizacion de MWCNTs funcionalizados con aminas alifaticas

El primer procedimiento realizado fue la obtencién de MWCNTSs funcionalizados con aminas alifaticas por el método
de “funcionalizacion covalente, libre de solventes, para superficies con defectos” (Materiales y métodos seccion
—5.2.1.), con el propdsito de utilizarlos para transportar e introducir &cidos nucleicos al interior de células de plantas
en suspensién. Una vez obtenidos, los MWCNTSs funcionalizados con aminas alifaticas fueron caracterizados a tra-
vés de diferentes métodos de espectroscopia, termogravimetria, microscopia electronica y de fuerza atémica (Mate-
riales y métodos seccion A—5.2.3).

6.1.1. Espectroscopia Raman

Para determinar que la muestra de MWCNTS pristinos proporcionada por Nanoestructured & Amorphous Materials
estd compuesta realmente por MWCNTSs, se le realizo una prueba por espectrocopia Raman (Materiales y métodos

seccion A—5.2.3.1). El espectro Ra-
3 5675 B man de los MWCNTSs pristinos exhibe
06 1343 tres bandas tipicas de un MWCNT
pristino (Figura 6.1). La primera ban-
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Figura 6.1. Espectro Raman obtenido para MWCNTS pristinos. cual proporciona informacion acerca

del caracter metalico o semiconductor.
Una observacion interesante es la relacion equiparable entre la “banda D" y “la banda G”, ya que es un reflejo de la
gran cantidad de defectos presentes en la pared de los MWCNTSs pristino [283, 284]s, lo cual es deseable para que
se dé la unién covalente a las aminas alifaticas durante su funcionalizacién. Una tercera banda bifurcada se observa
a 2700 cm, y corresponde a la “banda G™ o “sobretono D, la cual también se relaciona con la simetria y con el
diametro de los MWCNTSs [283, 284].

6.1.2. Prueba de solubilidad y dispersabilidad

Para determinar si a funcionalizacion produjo un cambio en la solubilidad de los MWCNTSs se realiz6 una prueba de
solubilidad y dispersabilidad en agua e isopropanol (Materiales y métodos seccién A—5.2.3.2). En un principio los
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MWCNTSs pristinos se dispersaron facilmente tanto en agua como en isopropanol, pero al paso de unas horas se
precipitaron rapidamente (Figura 6.2). Es bien sabido los CNTs son poco solubles en agua porque sus paredes son
altamente hidrofébicas, y que su dispersabilidad depende por un lado de la capacidad para formar agregados o cu-
mulos y por otro lado de las dimensiones que éstos posean; es decir, aquellos CNTs con mayores diametros y longi-
tudes seran mucho menos dispersables que aquellos que posean menores dimensiones [43, 60-62]. De acuerdo con
el proveedor (Nanoestructured & Amorphous Materials), los MWCNTS pristinos utilizados en el presente estudio son
CNTs cortos con diametro que oscila entre los 10—20 nm, y con una longitud que varia entre los 0.5y 2 um; es por
€s0 que a pesar de su hidrofobicidad son altamente dispersables.

Un comportamiento muy similar al de los MWCNTSs pristinos se observé en la prueba de solubilidad y dispersabilidad
para MWCNTs-ODA. En un principio los MWCNTs-ODA presentaron una alta dispersabilidad, y al paso de unas
horas se precipitaron rapidamente (Figura 6.2). Debido a que el Unico grupo amino que posee la amina ODA se en-
cuentra unido covalentemente a la pared del MWCNT, la cadena alifatica queda expuesta hacia el exterior y por su
caracter hidrofébico no interactiia con el medio acuoso (Figura 6.3). Por tales motivos, la funcionalizacién con ODA
no produce cambios significativos en la solubilidad de los MWCNTSs [71].

LLLLLE LY

MWCNTs MWCNTs MWCNT: MWCNTs MWCNTs MWCNT. MWCNTs  MWCNTs MWCNTs
ODA PEGDA PEI ODA PEGDA PEI

- ‘
o 49
-

Figura 6.2. Prueba de solubilidad en agua (A) e isopropanol (B) incubados durante 48 h para MWCNTs pristinos
(MWCNTs) y MWCNTSs funcionalizados con amlnas

Interesantemente, los  MWCNTs-DO mostraron la menor solubilidad y dispersabilidad en agua y en isopropanol
(Figura 6.2). La amina 1,8-diamooctano es una amina alifatica de cadena larga que posee un grupo amino en cada
extremo, los cuales son capaces de unirse durante la funcionalizacién a dos sitios con defectos diferentes localiza-
dos en la pared de un mismo MWCNT o a dos diferentes MWCNTSs al mismo tiempo, interconectandolos y formando
un gran nimero de agregados que disminuyen considerablemente su dispersabilidad y solubilidad (Figura 6.3). Chiu
y colaboradores funcionalizaron covalentemente SWCNTSs con la amina tetrapropileno-tetramina, y observaron una
drastica disminucion en la solubilidad y dispersabilidad tanto en agua como en acetona, lo cual se asocio con el au-
mento en la formacién de cimulos, por la formacién de interconexiones entre SWCNTSs individuales a través de la
amina tetrapropileno-tetramina [285].

A diferencia de lo observado anteriormente, los MWCNTSs funcionalizados con las aminas poliméricas PEGDA y PEI
mostraron la mayor dispersabilidad y solubilidad tanto en agua como en isopropanol durante mas de 48 h (Figura
6.2), ya que poseen una gran cantidad de grupos amino capaces de interactuar con el medio acuoso (Figura 6.3),
aumentando la solubilidad de los MWCNTSs. Existen muchos estudios relacionados con la funcionalizacién de CNTs
con aminas poliméricas tales como PEGDA [102, 107, 110, 124, 286-288] y PEI [105, 106, 270, 289, 290], los cuales
reportan un incremento considerable en la solubilidad de los CNTs después de la funcionalizacion.
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Figura 6.3. Esquema de los MWCNTSs funcionalizados por el método de “funcionalizacion covalente libre de solventes de
los defectos de la superficie” en fase de gas con las aminas ODA y DO, y en fase de fusion con las aminas PEGDA y PEI.

6.1.3. Espectroscopia en el Infrarrojo (FT-IR)

Se realizd un andlisis por espectroscopia en el Infrarrojo (FT-IR) para corroborar la presencia de las aminas alifaticas
en la muestra de que los MWCNTSs funcionalizados, a través de la deteccion de las vibraciones de los enlaces que
componen a sus grupos funcionales (Materiales y métodos secciéon A—5.2.3.3).
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Los espectros FT-IR obtenidos para cada una de las muestras de MWCNTSs funcionalizados presentan un conjunto
de bandas pertenecientes a los grupos funcionales que caracterizan a las aminas alifaticas utilizadas para a funcio-
nalizacion (Figura 6.4), los cuales concuerdan con los espectros reportados en la literatura y en las bases de datos
[85, 105, 289, 291-294]. En el espectro FT-IR perteneciente a la muestra de MWCNTS pristinos estas bandas estan
ausentes, indicando que no han sufrido ningun tipo de funcionalizacién o modificacién quimica.
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las muestras de MWCNTs VI
funcionalizados con aminas 60
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Particularmente ?n el espectro Figura 6.4. Bandas pertenecientes a las vibraciones de los grupos funcionales
FT-IR perteneciente a los  agrypadas en 6 regiones obtenidas a partir de los espectros FT-IR para MWCNT-
MWCNTs-PEGDA se puede  pristinos y funcionalizados con aminas alifaticas.

observar una region V a 940-

1280 cm que se sobrepone con la regién IV, y que se origina a partir de las vibraciones de estiramiento entre los
enlaces C-O del puente éter de la unidad etilenglicol. Asimismo, dentro de dicho espectro se puede observar una
region VI a 842 cm que es tipica de las vibraciones de aleteo de los enlaces N-H de los grupos amino.

Estos resultados sugieren que el cambio en la dispersabilidad y solubilidad (Resultados y discusion 6.1.2) puede
deberse en parte a la presencia de aminas alifaticas en las muestras de MWCNTSs; sin embargo, no proporciona
informacién suficiente para determinar si las aminas se encuentran unidas covalentemente a la superficie de los
MWCNTS, ni su proporcion total.

6.1.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) de las muestras de MWCNTSs funcionalizados se realizé con la finalidad determi-
nar qué porcentaje de las muestras pertenece a las aminas unidas covalentemente a los MWCNTS, y asi determinar
la eficiencia de la funcionalizacién. Lo anterior se realizo exponiendo a los MWCNTSs pristinos y MWCNTS funcionali-
zados con aminas a un gradiente de temperatura de 0 a1000°C, a partir de lo cual se determiné la pérdida de peso
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en cada intervalo de temperatura (Materiales y métodos seccion A—5.2.3.4), y se obtuvo un termograma (Figura 6.5).
El termograma de los MWCNTSs pristinos presenta un tipico patrén uniforme de pérdida de peso [295], que se obser-
va una drastica disminucién en el peso de la muestra en un intervalo de temperatura de 350°C a 650°C; en esta fase
la muestra de MWCNTSs pristinos se
pierde por completo debido a la com-

bustion.
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Figura 6.5. Termograma perteneciente a MWCNTSs pristinos y MWCNTs  de ebullicion de las aminas ODA 'y DO

funcionalizados con aminas alifaticas. (230°C y 240°C; respectivamente) [296].

Posteriormente, dentro del rango de

temperatura de 250- 400 °C encontramos una segunda fase de pérdida de peso que oscila entre el 10 y 20 % del

total de la muestra. Esta fase se asocia fuertemente con la pérdida de las aminas alifaticas que se encontraban uni-

das covalentemente a las paredes de los MWCNTS, debido a que esta fase se encuentra en un intervalo temperatura

que excede el punto de ebullicion de ambas aminas, ya que se necesita una gran cantidad de energia para romper
los enlaces formados entre los grupos amino y las &tomos de carbono de las paredes [43, 72, 81].

Por otro lado, en los termogramas pertenecientes a MWCNTs-PEl y MWCNTs-PEGDA, la primera fase de pérdida
de peso se localiza antes de los 220°C, y corresponde al 4% del total de la muestra (Figura 6.5); sin embargo, debi-
do a su naturaleza polimérica e higroscopica, esta fase no puede ser asociada a la pérdida de aminas adsorbidas
fisicamente, ya que carecen de una fase gaseosa, pero si pueden ser asociadas a la pérdida de humedad. La si-
guiente fase, muestra una pérdida del 20-30% del total de la muestra que se alcanza en el intervalo de 220-360 °C,
en la cual es practicamente imposible determinar qué cantidad de la muestra corresponde a PEDGA y PEI adsorbi-
das fisicamente y qué cantidad de la muestra corresponde a PEGDA y PEI unidas covalentemente a las paredes de
los MWCNTSs. Estas observaciones concuerdan con los estudios realizados por Lin [290], y Sano [297], en los cuales
se explica que este fendbmeno ocurre porque las aminas poliméricas tienden a adherirse fuertemente entre si durante
la funcionalizacion por su naturaleza pegajosa, y que a pesar de que se realicen intensos lavados para purificar las
muestras, siempre quedan residuos adheridos.

Finalmente, en el termograma se puede observar que para todos los tipos de MWCNTSs funcionalizados con aminas
se presenta una tercera fase en el intervalo de temperatura de 350-650°C (Figura 6.5), la cual que corresponde a la
pérdida total del resto de la muestra; es decir a los MWCNTSs sin aminas alifaticas.
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6.1.5. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Una vez determinado el porcentaje que corresponde a las aminas alifaticas de las muestras de MWCNTSs funcionali-
zados, se analizé la topologia a escala micrométrica de cada una de las muestras por microscopia electrénica de
barrido o SEM (Materiales y métodos seccion A—5.2.3.5). Los cumulos de MWCNTSs pristinos (Figura 6.6—A),
MWCNTs-ODA (Figura 6.6—B) y MWCNTs-DO (Figura 6.6—C) presentan una topologia tipica y granular constituida
por una masa densa de MWCNTSs individuales empaquetados que en algunos casos se pueden apreciar sobresa-
liendo de las periferias.

Figura 6.6. Micrografias SEM obtenidas para las muestras de MWCNTSs pristinos (A), MWCNTs-ODA (B) y MWCNTs-DO
(C). Barra de escala = 1 um.

En contraste, la topologia observa-
da en los cimulos de MWCNTs
funcionalizados con PEGDA (Figu-
ra6.7—A) y PEI (Figura 6.7—B) es
la de una superficie lisa y homogé-
nea, en la cual no es posible obser-
var MWCNTSs individuales debido a
la existencia de una densa capa
que los recubre, probablemente

formada por las aminas poliméricas Figura 6.7. Micrografias SEM obtenidas para las muestras de MWCNTs-
PEGDAy PEI. PEGDA (A) y MWCNTs-PEI (B).Barra de escala = 1 um.

6.1.6. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Para obtener mas detalle sobre la topologia de los MWCNTSs con una mayor resolucion a escala nanométrica, se
realizé un andlisis por microscopia de fuerza atémica o AFM (Materiales y métodos seccién A—5.2.3.6). En las mi-
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Figura 6.8. Micrografias AFM de los MWCNTSs pristinos individuales (A) con su respectivo perfil topografico bidimensional
a la derecha, y de los cimulos (B) formados por interacciones de tipo Van der Walls con su respectivo perfil topogréafico
tridimensional a la derecha. 61



crografias AFM de los MWCNTSs pristinos se observan claramente MWCNTSs individuales, que de acuerdo con el
perfil topografico presentan diametros cercanos a los 30 nm y longitudes cercanas a los 400 nm (Figura 6.8—A).
Asimismo, se puede observar un conjunto de MWCNTs empaquetados que forman unos cuantos cumulos a través
de interacciones tipo Van der Waals (Figura 6.8—B).

Por otro lado, las micrografias AFM obtenidas para de los MWCNTs-ODA (Figura 6.9—A) muestran algunos
MWCNTs individuales que presentan un espeso recubrimiento amorfo localizado principalmente en las paredes. Es
muy probable que este recubrimiento esté formado por las cadenas alifaticas de ODA, que se encuentran unidas
covalentemente a la pared de los MWCNTSs (Figura 6.3). En la micrografia también se observan algunos MWCNTS-
ODA unidos entre si muy probablemente por interacciones hidrofébicas y no por una unién covalente, ya que la zona
de contacto es claramente la espesa capa formada por las cadenas alifaticas (Figura 6.9—A). Lo anterior concuerda
perfectamente con las pruebas de solubilidad y dispersabilidad realizadas para MWCNTs-ODA (Figura 6.2), los cua-
les presentaron una baja solubilidad en agua por su alta hidrofobicidad.
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Figura 6.9. Micrografias AFM de MWCNTSs funcionalizados con aminas y su respectivo perfil topografico a su derecha:
MWCNTs-ODA (A), MWCNTs-DO (B), MWCNTs-PEGDA (C), MWCNTs-PEI (D).

De acuerdo con las pruebas de solubilidad, los MWCNTs-DO
poseen la solubilidad mas baja de todos los MWCNTS funciona-
lizados (Figura 6.2). Por su parte, las micrografias AFM (Figura
6.9-B) revelan que los MWCNTs-DO forman interconexiones
entre si (Figura 6.3), las cuales pueden formarse entre dos o
mas MWCNTs formando largas cadenas ramificadas que llegan
a mediar hasta unas cuantas micras de largo (1—1.5 pm).
Estos resultados son similares a los estudios realizados por
Chiu y colaboradores [285], cuyas observaciones a través de
AFM revelan que los SWCNTs funcionalizados con tetrapropi-

Figura 6.10. Micrografias AFM obtenidas por Chiu
y colaboradores (a y b), en donde se muestra la _ S .
interconexion de SWCNTs a través de la funciona-  leno-tetramina forman largas ramificaciones que llegan a medir
lizacion covalente con ftetrapropileno-tetramina  hasta 4 um de longitud (Figura 6.10—a y b).

[285].
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La micrografia topolégica de MWCNTs-PEGDA obtenida a través de AFM muestra una imagen un poco distorsiona-
da (Figura 6.9—C), lo que es muy comun cuando la punta de un microscopio AFM hace contacto con una superficie
muy suave y espesa. Es probable que esta suave superficie en realidad sea aquel recubrimiento polimérico observa-
do por microscopia SEM (Figura 6.7—A), y debido a su naturaleza pegajosa interfiere con el escaneo de la imagen y
la punta para AFM tiende a estancarse reiteradamente. Sin embargo, en la micrografia (Figura 6.9—C) se puede
observar un conjunto de MWCNTs-PEGDA unidos entre si a través de la fase polimérica, cuyas dimensiones no
pueden ser determinadas faciimente debido a la interferencia. Un patrén topologico similar al de MWCNTs-PEGDA
se observo para MWCNTs-PEI (Figura 6.9—D), ya que se encuentran recubiertos por una espesa fase polimérica
que permite el empaquetamiento de decenas de MWCNTs-PEGDA individuales formando grandes cumulos.

Sin embargo, existen evidencias para determinar que a diferencia de las interconexiones covalentes formadas entre
MWCNTSs-DO, las uniones entre MWCNTSs funcionalizados con aminas poliméricas no son de tipo covalente, y mas
bien se adhieren unos con otros por la naturaleza pegajosa de PEGDA y PEI. Una de estas evidencias es que tanto
los MWCNTs-PEGDA como los MWCNTs-PEGDA son altamente solubles y dispersables en agua, manteniéndose
estables por mas de 48 h (Figura 6.2—A), por lo que las uniones que existen entre MWCNTSs individuales son muy
débiles permitiendo que los climulos se rompan facilmente en solucion. Otra de las evidencias se encuentra en un
estudio realizado por Zhang y colaboradores [295], en el cual demuestran que cuando una amina polimérica forma
interconexiones entre dos 0 mas MWCNTS, éstos disminuyen drasticamente su solubilidad y dispersabilidad en agua
y en medios orgénicos, formando un gran numero de cumulos que se precipitan casi inmediatamente al entrar en
contacto con el medio acuoso.

6.1.7. Microscopia Electrdnica de Transmision

Finalmente, para obtener informaciéon més detallada acerca de la morfologia y de las dimensiones de los MWCNTs
funcionalizados con aminas se realizd un andlisis por microscopia electrénica de transmision o TEM (Materiales y
métodos seccion A—5.2.3.7). Las micrografias TEM mostradas en la Figura 6.11, muestran MWCNTSs pristinos indi-
viduales con extremos cerrados (sefialados con flechas negras) que poseen longitudes cercanas a los 500 nm (Figu-
ra 6.11—B). En dicha micrografia se pueden apreciar las paredes mdltiples de un MWCNTSs individual (circulos ne-
gros), el cual presenta una gran cantidad de defectos que ondulan la superficie de las paredes (Figura 6.11—C), lo
cual concuerda con lo deducido a partir del espectro Raman (Resultados y discusién 6.1.1).

Figura 6.11.Micrografias TEM obtenidas para MWCNTSs pristinos: A) MWCNTSs individuales con extremos cerrados (flechas
negras); B) un MWCNT con una longitud aproximada de 400 nm con sus extremos cerrados visibles (flechas negras) y
amplificados (flechas blancas); C) las paredes mdltiples y onduladas de un MWCNTSs (circulos negros) con su extremo
cerrado (flechas negra).
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Figura 6.12. Micrografias TEM obtenidas para MWCNTSs funcionalizados con aminas alifaticas: MWCNTs-ODA (A y B);
MWCNTs-DO (C y D); MWCNTs-PEGDA (E y F); y MWCNTs-PEI (G y H).Las flechas negras sefialan los extremos ce-
rrados de los MWCNTSs, mientras que la fechas blancas sefialan las fases poliméricas.

64



La morfologia de los MWCNTs-ODA (Figura 6.12—Ay B) es muy similar a
la morfologia que presentan los MWCNTSs pristinos, luciendo paredes
multiples y extremos cerrados (flechas negras) con una longitud cercana a
los 500 nm. En las micrografias TEM para MWCNTs-ODA es dificil apre-
ciar la capa de cadenas alifaticas observada a detalle en la pared exterior
por microscopia AFM (Figura 6.9—A), y sblo se observa los restos de un
fino recubrimiento opaco sobre la superficie del MWCNT (Figura 6.12—B).
A diferencia de la microscopia AFM, la microscopia TEM utiliza un laser de
electrones que irradia a la muestra durante la obtencion de la imagen, el
cual pudo haber quemado o derretido la fina capa de cadenas alifaticas
presente en la superficie de los MWCNTSs.

Por ofro lado, las micrografias AFM sugieren que los MWCNT-DO se | 9ura 6.13. Diferentes micrografias (A-
D) TEM obtenidas por Zhang que

gncuentrar\ interconectado§ entre si _covalentemelnte (Figura 6.9-B);.esta muestran |a interconexion covalente de
interconexion puede apreciarse tambien en las micrografias TEM (Figura |05 \wWCNTSs [295].

6.12-C), en la cuales se aprecian un grupo de MWCNTs-DO interconecta-

dos entre si formando una estructura en forma de racimo. Asimismo, en la Figura 6.12-D se observa un conjunto de
MWCNTs-DO interconectados formando una ramificada de mas de 1 um de longitud, tal y como se observé por AFM
(Figura 6.9-B). Zhang y colaboradores demostraron a través de microscopia TEM la interconexién covalente entre
MWCNTs funcionalizados con poliaminas [295]; de hecho sus micrografias (Figura 6.13) muestran una serie de
MWCNTSs interconectados entre si formando estructuras ramificadas muy simila-
res a las de la Figura 6.12—C.

Los MWCNTSs funcionalizados con aminas poli-
méricas (PEGDA y PEI) presentan un recubri-
miento amorfo y espeso sobre la superficie de
sus paredes (Figuras 6.12-E-H), el cual fue ob-
servado también por microscopia AFM (Figura
6.9-C y D). Este recubrimiento posee un espesor
que oscila entre los 5 —10 nm (Figuras 6.12—E -
H), ya que en algunas zonas es mucho mas
Figura 6.14. Micrografia TEM  ghyndante que en otras (sefialado por flechas
para MWCNTs fqnmonahzg- blancas). Este tipo de recubrimiento polimérico
dos con PEI obtenida por Lin ) ) )

y colaboradores, donde se  ha sido observado en otros estudios a través de
aprecia una fase polimérica  microscopia TEM, utilizando MWCNTSs funcionali-
sobre la superficie del CNT  zados con PEI [290] (Figura 6.14), y MWCNTs

que aumenta drasticamente  fyncionalizados con Nylon-6 (Figura 6.15) [85].
su diametro [290].

|

Finalmente, en las micrografias (Figuras 6.12—E-H), se puede observar que mu- | 19ura 6.15. Micrografia TEM
L . de un MWCNT recubierto por

chos de los MWCNTSs funcionalizados con PEGDA y PEI se encuentran adheridos una fase polimérica constituida

unos con otros debido a la naturaleza viscosa del recubrimiento polimérico, y N0 por Nylon-6 obtenida por Ba-

necesariamente por una unién covalente como en el caso de los MWCNTs-DO.  siuk y colaboradores [85].

Tal y como se discuti6 anteriormente (Resultados y discusion 6.1.6), el aumento

en la solubilidad es una evidencia que demuestra que las aminas poliméricas (PEGDA y PEI) no forman intercone-

xiones covalentes entre dos 0 mas MWCNTSs, de lo contrario formarian grandes cumulos y agregados que disminui-

rian su solubilidad considerablemente.
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6.2. Transformacion genética de plantas mediada por MWCNTSs funcionalizados con aminas

De acuerdo con los estudios realizados por Liu [275] y Yuan [276] en células BY-2 y en células del mesdfilo, los
CNTs tienen la capacidad de atravesar la pared celular y transportar moléculas al interior de la célula. Con base en
estos estudios se realizd una prueba para determinar si los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas son
capaces de transportar al plasmido AtnCBP-GFP al interior celular para dar lugar a la transformacion genética de
células de plantas en suspension.

6.2.1. Caracterizacion del plasmido AtnCBP-GFP

Antes de realizar la transformacion genética mediada por MWCNTSs, el plasmido AtnCBP-GFP se extrajo a gran
escala (Materiales y métodos seccién C—5.6.4) y se caracterizé para determinar su integridad (Materiales y métodos
seccion C—6.6.9). Los plasmidos obtenidos a partir de cinco muestras fueron cuantificados por espectroscopia y
(Figura 6.16—A) visualizados por electroforesis en gel de agarosa (Figura 6.16—B), observando al plasmido en su
conformacion circular (OC) y super enrollada (SC).

A
Muestra Concentracion DNA total en 100 pl

(Hg/ul) (Mg)
1 4.7 470
2 2.64 264
3 3.13 313
4 2.99 299
5 2.74 274

Figura 6.16. A) Cuantificacion del plasmido AtnCBP-GFP obtenido a partir de cinco extracciones, y B) visualizados en un
gel de agarosa. Conformacion circular = OC) y super enrollada = SC.

Posteriormente, el plasmido
AtnCBP-GFP fue digerido
con las enzimas EcoRI y
1562 Xbal (Materiales y métodos
seccion C—5.6.5.2), y el

P—— producto de la digestion se
16k gekb 11.4kb observé en un gel de aga-
131 rosa (Figura 6.17—A). Los
fragmentos obtenidos a
partir de digestion presen-
tan el tamafio esperado
que indica el mapa de res-

triccion  (Figura 6.17—B
Figura 6.17. Electroforesis en gel de agarosa para la digestion del plasmido AtnCBP- q (Fig dir d I)
GFP con las enzimas Xbal y EcoRI (A). Mapa de restriccion de plasmido AnCBP-GFP ~ 9énerado a parir de a
(B). PM= marcado de peso molecular. secuencia del plasmido (no

mostrada). Este plasmido
contiene alrededor de 11.4 kb, y al cortarlo con la enzima EcoRlI en los sitios 1318 y 2880, y con la enzima Xbal en el
sitio 4029, se generan tres fragmentos con un peso molecular de 8.6, 1.6 y 1.2 kb, respectivamente; indicando que
el plasmido el mismo peso molecular que el esperado a partir de su secuencia (11.44 kb).
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Finalmente el plasmido AtnCBP-GFP fue caracterizado a través ass:

de PCR (Materiales y métodos secciéon C—5.6.5.3), amplificando PM H,0 nCBP nCBP GFP
los sitios 35S-nCBP, nCBP-GFP y GFP para corroborar su exis-

tencia (Figura 6.16). Los pesos moleculares de los fragmentos 2072 pb
amplificados concuerdan con los esperados mostrados en la 1500 pb
Tabla 5.5 (Materiales y métodos seccién C): el fragmento 35S-

1000
nCBP presenta un peso molecular de 1000 pb, el fragmento -
nCBP presenta 530 pb, y el fragmento GFP tiene 600 pb. 600 pb 600 pb

530 pb

6.2.2. Funcionalizacion no covalente de MWCNTs con DNA

plasmidico Figura 6.18. Amplificacion por PCR de los frag-
mentos 35S-nCBP, nCBP y GFP. PM= marcador

Se realizaron diferentes pruebas para determinar qué parametros  de peso molecular.

son los mas adecuados para llevar a cabo la funcionalizacién de

los MWCNTS con el plasmido AtnCBP-GFP y realizar la transformacion genética de células de planta en suspension.

Primero se colocaron diferentes cantidades del plasmido (8, 4 y 2 ug) en presencia de 50 ug de cada tipo de
MWCNT pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas (Materiales y métodos seccion C—5.2.7). La Figura 6.19
muestra el DNA plasmidico recuperado a partir de los sobrenadantes de las muestras de MWCNTSs funcionalizados
con el plasmido AtnCBP-GFP. Al comparar el carril del control (pDNA: plasmido en ausencia de MWCNTS), los
MWCNTSs-PEI son quienes poseen la mayor interaccién
MWCNTs (50 pg) electrostatica con el plasmido, reteniéndolo una gran canti-
Prisinos DO ODA PEGDA PEl pDNA dad de moléculas en su superficie debido a la gran cantidad
de grupos amino presentes en las ramificaciones de PEI
(Figura 6.3). Al colocar un exceso de plasmido (8 ug) los
MWCNTSs-PEI se saturan y no son capaces de retener por
completo al plasmido, y comienza a parecer una banda que
corresponde al exceso, por tal motivo la cantidad de plas-
mido 6ptima que pueden retener 50 de MWCNTs-PEI debe
ser cercana a 4 pg. Un patron electroforético muy similar
fue observado por Nunes y colaboradores [106], con el cual
se determind que la relacion MWCNTs-PEI : DNA plasmidi-
co es critica para que se establezca una interaccion elec-
trostatica eficiente entre ambas moléculas [106].

DNA

Figura 6.19. Interaccion entre MWCNTs y DNA plas-
midico (pDNA), variando la concentracion en presen-  No obstante, el resto de los MWCNTs mostraron una baja

cia de 50 pg de cada tipo de MWCNTS. afinidad electrostatica por el plasmido (Figura 6.19), presen-

tando se en sus respectivos carriles casi la misma cantidad
de plasmido que la del control pDNA. En la Figura 3.4 del Capitulo 3, se muestra un gel de electroforesis con un
patrén muy similar al colocar MWCNTS funcionalizados con cadenas alifaticas (MWCNTs-CH,-CH»-CHs) en presen-
cia de DNA, los cuales son incapaces de interactuar con la molécula de DNA por su alta hidrofobicidad [101]. Algo
semejante parece ocurrir con los MWCNT-ODA, ya que lo Unico que poseen en la superficie es una capa de cadenas
alifaticas tal y como se mostr6 en el esquema de la Figura 6.3; estas cadenas alifaticas son altamente hidrofébicas e
impiden que se establezca una interaccion con el plasmido. Por su parte, los evidencias mostradas en la seccion 6.1
de este capitulo, sugieren que los MWCNTs-DO se encuentran interconectados entre si a través de los grupos amino

67



presentes en ambos extremos de la amina DO (Figura 6.3), y aunque existan algunos grupos amino libres, la forma-
cion de cumulos y agregados reduce el area de contacto entre los MWCNTSs-DO individuales y el DNA plasmidico.

A diferencia de los MWCNTSs-PEI, los MWCNTs-PEGDA no fueron capaces de retener con éxito al plasmido
AtnCBP-GFP (Figura 6.19). Un comportamiento similar fue observado por Singh y colaboradores en el que funciona-
lizaron tanto SWCNTs como MWCNTSs con oligoetilenglicol diamina (SWCNT-OEGDA y MWCNTS, respectivamente)
[102]. En comparacion a los MWCNTs-OEGDA, los SWCNT-OEGDA presentaban menores diametros vy longitudes
que reducian el nimero de moléculas de OEGDA unidas en la superficie, y por lo tanto el nimero de cargas positi-
vas totales no eran las suficientes como para retener a un nimero considerable de moléculas de DNA [102]. Lo ante-
rior puede extrapolarse también para el caso de los MWCNTs-PEGDA. La estructura de PEGDA esta conformada
por una larga cadena alifatica de unidades etilenglicol repetitivas, con un grupo amino en cada uno de los extremos;
por lo que la carga positiva se encuentra repartida Gnicamente en estas zonas (Figura 6.3). Es probable que por la
funcionalizacion ambos grupos amino se encuentren unidos diferentes sitios con defectos, extendiendo su larga
cadena a lo largo de la pared del MWCNT, sobre la cual sobre la cual otras moléculas de PEGDA comienzan a adhe-
rirse unas con otras por su naturaleza viscosa, formando el espeso recubrimiento observado por microscopia AFM
(Figura 6.9—C) y TEM (Figura 6.12—E y F). Por tales motivos, los grupos amino se encuentran alejados el uno del
otro, e incluso pueden encontrarse cubiertos por otras moléculas de PEGDA, disminuyendo el numero de cagas
positivas, reteniendo a un numero muy reducido de moléculas de DNA plasmidico.

Los resultados mostrados en la Figura 6.19 sugieren que los MWCNTSs pristinos no son capaces de interactuar con
el DNA plasmidico; sin embargo, la mayoria de los estudios que afirman lo contrario se han realizado con DNA lineal
[90-93, 116, 117, 121, 122]. El plasmido es una molécula de DNA circular que puede encontrarse en un estado super
enrollado, cuando esto sucede, no se da la interaccion hidrofébica entre el surco mayor y la red hexagonal de la
pared del CNT, por lo que muy pocas moléculas de DNA que se encuentren en estado circular y abierto podrian
interactuar con los MWCNTSs pristinos. De hecho esta es la razén por la cual la mayoria de los estudios para trans-
fectar células de animales utilizan CNTs
funcionalizados con aminas para trans-
portar DNA plasmidico [101, 102, 104-
110, 124].

Sin incubacién 24h

MWCNTs (50 pg) MWCNTs (50 pg)

pDNA Prisinos DO ODA PEGDA PEI pDNA Prisinos DO ODA PEGDA PEI

Posteriormente, se realizd una prueba
para determinar si el tiempo de incuba-
cion mejora la afinidad de los MWCNTs
funcionalizados con aminas por el plas-
mido (Materiales y métodos seccion C—
5.6.7). La Figura 6.20 muestra clara-
mente que sin importar el tiempo de
incubacién (sin incubacion o 24 h) la

afinidad que poseen los MWCNTSs por el ~ Figura 6.20. Interaccion entre MWCNTs/DNA variando el tiempo de incu-
DNA plasmidico siempre es la misma. bacion en presencia de 50 ug de cada tipo de MWCNTSs.

DNA

Finalmente, se determiné si el pH puede influir con la interaccidn electrostética entre los MWCNTSs funcionalizados y
el plasmido, variando el pH del agua de 3.5 —7.5 con la cual se realizé la funcionalizacién (Materiales y métodos
seccion C—5.6.7). Tal y como se aprecia en la figura 6.21, cuando el pH es muy alcalino (pH > 6.5) 0 muy &cido (pH
< 4.5), la interaccion electrostatica entre los MWCNTSs y el plasmido se rompe por completo. Lo anterior sucede por
el aumento en la concentracién de los iones OH -y H *, los cuales interfieren con la interaccion electrostatica entre
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el plasmido cargado negativamente y los grupos amino MWCNTs
de los MWCNTSs cargados positivamente. Un compor-

tamiento muy similar se puede observar en el gel de

electroforesis de la Figura 3.6—B del Capitulo 3, en el 7.5
cual se incubaron MWCNTSs-PEI en presencia de dife-
rentes concentraciones de NaCl; cuando la concentra-
cién aumentaba los MWCNTs-PEI pedian afinidad por el
plasmido como consecuencia del aumento en la con-
centracion de los iones Na *y Cl - [105]. Por otro lado,
cuando se utiliza un intervalo de pH de 5.5—6.5, la
mayor interaccion se da entre MWCNTs-PEI y DNA.
Esta observacion es de gran importancia debido a que
las suspensiones celulares se encuentran inmersas en 55
un medio de cultivo con un pH cercano a 6.0 (Materiales
y métodos seccion B—5.3), y es necesario que se man-
tenga la interaccion electrostatica entre el plasmido y los
MWCNTs hasta que éstos penetren las células. Con

Pristinos DO ODA PEGDA PEl pDNA
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pH

base en lo anterior, y partiendo de la mayor interaccion “
observada, es posible determinar que los parametros
6ptimos para funcionalizar MWCNTs con DNA plasmidi-
co son aproximadamente: 1 ug de DNA plasmidico por -

cada 12.5 ug de MWCNTSs funcionalizados con aminas,
utilizando H>O mili-Q con un pH de 6.5.

6.2.3. Transformacion genética mediada por

MWCNTs Figura 6.21. Interaccion entre MWCNTs/DNA variando el

pH en presencia de 50 pg de cada tipo de MWCNTSs.
A continuacion se realizo6 la transformacion de el cultivo

de células NT-X en suspension, las cuales se obtuvieron de callos inducidos a partir de plantulas de Nicotiana taba-
cum variedad xanthi (Materiales y métodos seccion B—5.4.1), y por lo tanto no es una linea celular estable. Los
cultivos celulares NT-X fueron tratados con MWCNTs-pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas en presencia
del plasmido AtnCBP-GFP previamente sonicados para disgregar los cumulos y agregados, de acuerdo con la meto-
dologia descrita en Materiales y métodos seccion C—5.6.9.1.

Las micrografias confocales de los cultivos celulares NT-X tratados con MWCNTSs-pristinos y MWCNTSs funcionaliza-
dos con aminas en presencia del plasmido AtnCBP-GFP (Figura 6.22), muestran algunas de las células que presen-
taron una sefial fluorescente en su interior, indicando que éstas fueron transformadas con éxito después de un perio-
do de incubacién de 24 y 48 h. Debido a que la prueba de funcionalizacion no covalente de MWCNTs con DNA
plasmidico (Resultados y discusién-6.2.2) indicé que los MWCNTs-PEI son los que atraen la mayor cantidad de
moléculas de DNA, se esperaria que unicamente las células NT-X tratadas con éstos hayan sido transformadas. Sin
embargo, las micrografias confocales revelan que de alguna manera el resto de los MWCNTs también internalizaron
y transportaron al DNA hacia el interior celular (Figura 6.22). Ya que el plasmido AtnCBP-GFP presenta al gen de la
proteina de fusién nCBP-GFP bajo un promotor constitutivo 35S de plantas, teéricamente no hace falta mas que una
sola molécula de DNA plasmidico dentro del nucleo para su sobreexpresion. Es muy probable que algunos CNTs
individuales que poseen grupos aminos libres, hayan sido capaces de interactuar electrostaticamente con una mini-
ma cantidad de DNA plasmidico, la cual fue internalizada en las células dando lugar a la sobreexpresion del gene.
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24 h 48 h

Campo claro Campo claro
+ GFP GFP + GFP GFP

Control

(-)

pDNA

MWCNTs
Pristinos

MWCNTs
ODA

MWCNTs
DO

MWCNTs
PEGDA

MWCNTs
PEI

Figura 6.22. Células tratadas con MWCNTSs pristinos o MWCNTSs funcionalizados con aminas en presencia del plasmido
AtnCBP-GFP. Se puede observar a la proteina de fusion nCBP-GFP localizada dentro del citoplasma de células plas-
molizadas en un patrén granular. En algunos casos se puede observar a los aglomerados en el medio.
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La proteina nCBP (novel Cap Binding Protein) fusionada GFP se encontré localizada citoplasmaticamente en el inte-
rior de estructuras granulares (Figura 6.22). Este patrén granular fue observado también en el estudio realizado por
De la Torre Diaz en protoplastos de Arabidopsis thaliana (Figura 6.23),
utilizando el mismo plasmido (AtnCBP-GFP) [277]. En dicho estudio se
propone que la proteina nCBP esta localiza en estructuras conocidas
como “granulos de estrés”, cuya funcién es la de almacenar y proteger
a los mRNAs de la degradacién durante condiciones de estrés; y alter-
nativamente que la proteina nCBP también puede encontrarse dentro
de otras estructuras granulares conocidas como “cuerpos P”, en las
cuales se lleva a cabo la degradacion de los mRNAs durante la regula-
cién genética [277]. La proteina nCBP es una proteina citoplasmatica
que pertenece a la clase Il de la familia de proteinas tipo elF4E
capaces de unirse al CAP (‘mGpppG) de los mRNAs, cuyo mensajero
se expresa con mayor abundancia en semillas, plantulas y flores;
mientras que la proteina es mucho més abundante en botones florales
Figura 6.23. Micrografias confocales de  de Arabidpsis thaliana [298]. Con base en lo anterior, se sugiere que la
protoplastos de Arabidopsis thaliana que  proteina nCBP juega un papel muy importante en la regulacion de la

expresan a la proteina de fusion nCBP- gynrecion gengtica durante el desarrollo de la planta.
GFP, localizadas en estructuras granulares

dentro del citoplasma. De la Torre Diaz, ) . o o
2009 [277]. La proteina de fusion nCBP-GFP Unicamente se encontrd al interior de

algunas células que presentan una morfologia tipica de una célula
plasmolizada (Capitulo 2, Figura 2.11), mostrando un citoplasma altamente encogido que en algunos casos se ha
desprendido por completo de la pared celular (Figura 6.22). Es posible que en respuesta al estrés producido durante
a plasmolisis aumenten los niveles la proteina nCBP en los “granulos estrés” o incluso en los “granulos P”, por lo que
los niveles de la proteina de fusion nCBP-GFP también aumentarian si dichas células han sido tranformadas con el
plasmido AtnCBP-GFP. Sin embargo, también cabe a posibilidad de que los MWCNTSs Unicamente sean capaces de
penetrar la pared celular de células plasmolizadas, promoviendo asi su transformacion, siempre y cuando éstas sean
aln viables.

6.3. Pruebas de internalizacion de MWCNTSs en células de plantas

Para corroborar si los MWCNTs Unicamente pueden penetrar la pared celular de células plasmolizadas, se realizo
una serie de pruebas para detectar la entrada de los MWCNTS al interior de las células en suspension (Materiales y
métodos seccion B - 5.4.3).

6.3.1. Prueba de internalizacién utilizando FITC

Se funcionalizaron SWCNTs-oxidados (SWCNTs-0x) no covalentemente por
interacciones m-t con el fluoréforo FITC (Materiales y métodos seccion B-
5.4.2.1) como un control para probar su internalizacién en células NT-X, de
acuerdo la metodologia descrita en el estudio realizado por Liu y colaborado-
res utilizando la linea células BY-2 (Figura 6.24, y Figura 3.12 del Capitulo 3)
[275]. Posteriormente el mismo experimento se realizaria para MWCNTs

pristinos y funcionalizados con aminas. Los resultados de esta prueba se  Figura 6.24. Micrografias confocales

muestran en la Figura 6.25. en de células BY-2 incubadas con
FITC en presencia de SWCNTs-ox

A diferencia de lo observado por Liu y colaboradores [275], FITC se encontrd  (A). Liu, 2009 [275].
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en el interior del sistema vacuolar de
las células intactas NT-X en ausencia
y presencia de SWCNTs-ox (Figura
6.25—Ay B), indicando que FITC fue
capaz de atravesar la pared celular
sin ayuda de los SWCNT-ox. De
igual modo, FITC se encontré en el
citoplasma de las células plasmoliza-
das tanto en ausencia como en pre-
sencia de los SWCNT-ox (Figura
6.25-C).

De acuerdo con Liu y colaboradores,
FITC no es capaz de internalizarse
por si mismo en las células intactas
de la linea BY-2, pero en presencia
de SWCNTs-ox este logra penetrar la
pared celular y llegar hasta el siste-
ma vacuolar (Figura 6.24); conclu-
yendo que los SWCNTs-ox son ca-
paces de atravesar la pared celular y
transportar a FITC al interior de las
vacuolas [275].

A diferencia de los cultivos celulares

Campo claro FITC Campos superpuestos

Figura 6.25. Células tratadas con FITC en ausencia (A) y presencia de
SWCNTs-ox (B). En ambos tratamientos FITC se encontr6 en el sistema va-
cuolar; mientras que en ausencia de SWCNTs-ox FITC se encontro en el cito-
plasma (C). Las fechas azules indican los nucleos y las flechas blancas indican
los citoplasmas de células intactas.

NT-X, la linea celular BY-2 utilizada por Liu y colaboradores [275] es una linea celular estable y homogénea que
presenta una tasa de division muy alta comparable a la que posee la linea celular HeLa en mamiferos [299]. Es por
eso que se realizd la misma prueba en una linea celular estable; sin embargo, la linea celular BY-2 es realmente
dificil de conseguir, y en su lugar se utilizd la linea celular estable NT-1 proporcionada por el Dr. Gerardo Rafael

Campo claro FITC

Figura 6.26. Micrografias confocales de células NT-1 incubadas con FITC en ausen-

Argiello Astorga del IPICYT

Pl suc"mp“' (Materiales y métodos sec-
i i cion B—5.3). La linea celular
NT-1 es una linea celular
estable derivada a partir de la
linea celular BY-2, por lo
tanto son genéticamente
idénticas, si bien la diferencia
entre ambas lineas radica en
la velocidad de division, ya
que las células NT-1 se divi-
den un poco mas lento [300].
No obstante, ambas lineas
han sido utilizadas exitosa-
mente para llevar a cabo

cia de CNTSs, e incubadas durante 1y 3 h; en las cuales FITC se localiza en el interior ~ ensayos de transformacion
de las vacuolas. Las células plasmolizadas han sido tefiidas con Azul de Evans para  genética [301].

diferenciarlas del resto de las células.
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Tal y como se observé en las células NT-X (Figura 6.26), FITC también fue observado en ausencia de CNTs al inte-
rior de las vacuolas de células intactas de la linea NT-1 (Figura 6.25 y Figura 6.26). En ambas micrografias se puede
observar que las células plasmolizadas han sido tefiidas con PI (Figura 6.25) y azul de Evans (Figura 6.27), dos
marcadores ampliamente utilizados en pruebas de viabilidad celular [302].

Azul de Evans FITC Campos superpuestos

Figura 6.27. Micrografias de fluorescencia de células NT-1 incubadas con FITC en ausencia de CNTSs, e incubadas duran-
te 1y 3 h; en las cuales FITC se localiza en el interior de las vacuolas. Las células plasmolizadas han sido tefiidas con
azul con Azul de Evans para diferenciarlas del resto de las células.

Algunos estudios han evidenciado la capacidad de FITC para
atravesar libremente la pared y membrana celular sin necesi-
dad de ser transportado por algun vector [303-310]. Por ejem-
plo, Makarow [306, 307] observando la incorporacion de dex-
tranas (polisacaridos complejos) marcadas covalentemente con
FITC en levaduras, concluyé que éstas se acumulaban en el
sistema vacuolar internalizadas via de endocitosis de fase
fluida o pinocitosis. Poco después Cole y colaboradores utili-
zando suspensiones celulares de zanahoria y demostraron que
las muestras comerciales de dextranas marcadas con FITC (D-  Figura 6.28. Cultivos de células de zanahoria en
FITC) cominmente se encontraban contaminadas con FITC  suspension incubadas en presencia de FITC: Fluo-
libre, capaz de atravesar la pared celular y acumularse en las ~ rescencia (C) y campo claro (D). FITC se acumula
vacuolas; confundiéndose asi con las D-FITC, por lo que fueron &7 €/ Sistema vacuolar pero no se localiza en el
- . i nucleo ni en el citoplasma alargado. Cole, 1990
purificadas [309]. Posteriormente, los cultivos celulares de [309].
zanahoria fueron tratados por separado con D-FITC purificadas
y con FITC (Figura 6.28); sin embargo, esta vez sblo se encontr6 a FITC en el interior celular [309]. Asimismo, FITC
ha sido encontrado en otras células con pared tales como la levadura y la seta Pisolithus tinctorius [308, 310]
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De acuerdo con lo anterior y con las pruebas realizadas en los cultivos de células NT-X y NT-1 (Figura 6.25— Figura
6.27), la funcionalizacion no covalente de CNTs con FITC no es apropiada para estudiar la entrada de los MWCNTs
en células de plantas, debido a que FITC puede atravesar la pared celular por si misma.

6.3.2. Prueba de internalizacion utilizando Alexa® Fluor 555-NHS

Los fluoréforos pertenecientes a la serie Alexa® Fluor son mucho mas brillantes, fotoestables y resistentes al cambio
de pH que otras moléculas como la rodamina, la fluoresceina, y sus derivados (FITC, TRITC, Cy3, etc.) [311]. De
hecho, los fluoréforos de la serie Alexa® Fluor son moléculas hidrofilicas capaces de atravesar los poros de la pared
celular pero son incapaces de atravesar la membrana celular debido su carga negativa [312]. Con base en lo anterior,
se opté por utilizar al fluoréforo Alexa® Fluor 555-NHS para funcionalizar a los MWCNTSs en lugar de FITC (Materia-

les y métodos 5.4.2.2).
! ) Campo claro Alexa 555 Campos

supuerpuestos
Tal y como se observa en la Figura 6.29 oy

(control positivo), Alexa® Fluor 555-NHS
se encontrd unicamente en el interior de
las células plasmolizadas las cuales han
perdido la integridad de sus pared y mem-
branas celulares. Lo anterior sugiere que a
diferencia de FITC, Alexa® Fluor 555-NHS
es incapaz de atravesar la membrana de
células intactas muy probablemente por su
caracter hidrofilico y su carga negativa,
por lo tanto necesita de un vehiculo que la
transporte a través de la membrana, por
tal motivo es un marcador fluorescente

apropiado para estudiar la internalizaciéon
de los MWCNTs. Figura 6.29. Micrografias confocales que muestran algunas células de
la linea NT-1 incubadas durante 48 h en presencia de Alexa® Fluor
) B ) 555-NHS (control positivo), el cual se observa en el interior de las célu-
A continuacion, para estudiar la entrada de |, jasmolizadas (indicadas con flechas) pero no en el interior de célu-
los CNTs las células NT-1 (Materiales ¥  |as intactas.

método seccion B-5.4.3.2), los cultivos

celulares NT-1 se incubaron en presencia de los SWCNTs-ox, MWCNTSs pristinos y MWCNTs-ODA funcionalizados
no covalentemente por apilamiento n-n con Alexa® Fluor 555-NHS (Materiales y métodos secciéon B-5.4.2.2); es
importante sefalar que los MWCNTs-ODA no pueden ser derivatizados con Alexa® Fluor 555-NHS porque no po-
seen grupos amino libres (Figura 6.3). Asimismo, los cultivos celulares se incubaron con el resto de los MWCNTs
funcionalizados con aminas (DO, PEIl y PEGDA) derivatizados con Alexa® Fluor 555-NHS; dicha derivatizacion fue
realizada a través de la formacién de un enlace amida entre los grupos amino libres y el grupo succinimidil éster
(NHS) de Alexa® Fluor 555-NHS (Materiales y métodos seccion B-5.4.2.2).

A diferencia lo que se ha reportado hasta el momento [275, 276], las micrografias confocales de la Figura 6.30 de-
muestran que los CNTs sdlo son capaces de penetrar la pared de las células plasmolizada, encontrandolos en el
interior celular. Por lo tanto, es probable los CNTs sean retenidos en la superficie de la pared de las células intactas
debido a que no pueden atravesar por los poros de la matriz de celulosa, o que sean retenidos directamente por los
grupos aromaticos de las glicoproteinas y carbohidratos de la pared celular. Asimismo, en el caso de los MWCNTs
funcionalizados con aminas, el bloqueo podria deberse a la interaccion generada entre los componentes de la super-
ficie de la pared celular que poseen una carga neta negativa y los grupos amino de los MWCNTSs.
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Campo claro Alexa 555 Campos superpuestos

Control

(-)

SWCNTs-ox
+

Alexa 555

MWCNTs
+

Alexa 555

MWCNTs-ODA
+

Alexa 555

MWCNTs-DO
+*

Alexa 555

MWCNTs-PEGDA) §
+

Alexa 555

MWCNTs-PEI
+

Alexa 555

Figura 6.30. Células NT-1 incubadas durante 48 h con CNTs funcionalizados no covalentemente con via interaccion -,
y con CNTs derivatizados con Alexa® Fluor 555-NHS. Las células plasmolizadas se indican con flechas.
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Existen evidencias que apoyan las ideas anteriores. Tan y colaboradores incubaron cultivos de células de arroz en
presencia de MWCNTSs durante 48 h, al observar las células por microscopia TEM, no detectaron a los MWCNTs en
el interior de la células intactas, pero si sobre la superficie de las
paredes celulares (Figura 6.31) [313]. Ademas, en los estudios
realizados por Serag y colaboradores con cultivos celulares de
Arabidopsis thaliana se inmovilizaron celulasas en la superficie de
SWCNTSs para degradar la pared celular en sitios especificos para
formar agujeros por los cuales pudieran atravesar. Una vez que
penetraban la pared, hacian contacto con la membrana celular y la
atravesaban facilmente acumulandose en el interior celular (Capi-
tulo 3, Figura 3.9) [273]. Esto Ultimo ha sido corroborado utilizando
protoplastos, donde los CNTs son capaces de difundir a través de

Figura 6.31. Micrografias TEM de las células de |3 membrana celular faciimente (Capitulo 3, Figura 3.10) [274, 276].
arroz incubadas durante 48 h en presencia de

MWCNTs. Los MWCNTs (flecha verde) fueron  Egtos argumentos concuerdan con los resultados obtenidos en la
encontrados sobre la superficie de la pared o - . .

o prueba de transformacion genética mediada por MWCNTSs funcio-

celular (flecha blanca), pero no al interior de la , o ] B

célula. Tan, 2009 [313]. nalizados con el plasmido AtnCBP-GFP (Resultados y discusion

6.2.3), en la cual se observo que la proteina de fusion nCBP-GFP

s6lo se expresaba en las células plasmolizadas (Figura 6.22), por lo que indudablemente los MWCNTSs no pueden

atravesar la pared celular de las células intactas. A pesar de que se detecto la presencia de los CNTs en el interior

de las células plasmolizadas, es importante corroborar su capacidad para transportar consigo a los acidos nucleicos

durante la transformacion genética de las células plasmolizadas.

6.3.3. Prueba de internalizacion utilizando DNA marcado con Alexa® Fluor 555-NHS

Por consiguiente, para confirmar que los CNTs pueden mediar la transformacién genética durante la plasmolisis, se
realizb una prueba (Materiales y métodos seccion C— 5.6.9.2) para detectar fisicamente a los acidos nucleicos
transportados en el interior celular, incubando células de la linea NT-1 con SWCNTSs pristinos, MWCNTSs pristinos, y
MWCNTSs funcionalizados con aminas en presencia de un fragmento de DNA marcado con Alexa® Fluor 555-NHS
(referido como DNA-alexa555) de aproximadamente 1.3 kb (Materiales y métodos seccién C— 5.6.6.2).

En las micrografias confocales mostradas en la Figura 6.32 se observa claramente que el fragmento de DNA-
alexab555 ha sido transportado por los CNTs hacia el interior de las células NT-1 (sefial en color rojo). Sin embargo,
en ausencia de CNTs, no se detecto al fragmento de DNA-alexa555 en el interior de las células NT-1. Lo anterior
confirma el gran inconveniente que se enfrenta al introducir &cidos nucleicos sin ayuda de vehiculo transportador a
través de una membrana cargada negativamente o una pared celular que actlia como una auténtica barrera fisica
[129, 142, 143].

Varios estudios han demostrado que a diferencia de lo que sucede en las células intactas, en las células plasmoliza-
das existe la posibilidad de que el DNA pueda atravesar la pared y la membrana celular a través de poros o heridas
formados por la pérdida de la integridad durante el proceso de plasmdlisis, los cuales son lo suficientemente grandes
como para permitir el paso de diversas macromoléculas hacia el espacio periplasmatico [206, 209-211]. Asimismo,
se ha reportado que durante la plasmolisis las células se vuelven mucho mas permisibles a la transformacién genéti-
ca por algunos métodos como la electroporacion [161, 209, 210]. Es probable que algo semejante suceda con los
CNTs durante la plasmdlisis, y al igual que sucede con la electroporacién, mejoren la incorporacién de los acidos
nucleicos a través de la pared y membrana de las células.
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Células intactas Células plasmolizadas

Campo claro Campo claro
+ Alexa 555 Alexa 555 . Alexa 555 Alexa 555

Control

(-)

DNA-alexa 555

SWCNTs
+

DNA-alexa 555

MWCNTs
+

DNA+alexa 555

MWCNTs-ODA
+

DNA-alexa 555

MWCNTs-DO
+

DNA-alexa 555

MWCNTs-PEGDA

+
DNA-alexa 555

MWCNTs-PEI
+

DNA-alexa555

Figura 6.32. Micrografias confocales de células NT-1 tratadas durante 48 h con el fragmento de DNA-alexa555 en au-

sencia y presencia de CNTs. La sefial del fragmento DNA-alexa555 (sefial en rojo) sélo se observa en las células plas-
molizadas en presencia de CNTs.
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Es necesario destacar la importancia que posee el tamafio de las particulas de CNTs para poder atravesar la pared y
membrana celular. De acuerdo con los estudios realizados por Serag y colaboradores en protoplastos de Arabidposis
thaliana, se determiné que cuando los MWCNTSs forman grandes cumulos y agregados son incapaces de atravesar
la membrana celular por las vias de difusién y de endocitosis, observandolos al exterior de la célula [274]. Esto impli-
ca que los CNTs forzosamente deben atravesar la pared y la membrana celular en forma individual o formando cu-
mulos lo suficientemente pequefios como para cruzar a través de los poros y heridas de la pared de las células
plasmolizadas, y a continuacién poder difundir a través de la membrana celular (Figura 6.33).

De acuerdo con la caracterizacion realizada para los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas (Resultados y
discusion —6.1), a pesar de que los MWCNTSs pueden formar ctimulos, la mayoria de los MWCNTS pristinos y fun-
cionalizados con aminas como DO, PEl'y PEI poseen longitudes alrededor de los 500 nm y didmetros entre los 20 y
50 nm. Particularmente, los MWCNTs-DO pueden formar estructuras ramificadas muy abundantes que pueden llegar
a mediar hasta 1 ym de largo, ya que éstos se encuentran interconectados unos con otros. Sin embargo, tanto los
MWCNTSs pristinos como los MWCNTSs funcionalizados con aminas fueron capaces de internalizarse, transportar
acidos nucleicos, y mediar la transformacidn genética en las células plasmolizadas. Por ejemplo, Zhang y colabora-
dores utilizaron SWCNTSs funcionalizados con 1,6 diaminohexano, los cuales teéricamente pueden formar intercone-
xiones al igual que los MWCNTSs funcionalizados con DO (1,8 diaminooctano). No obstante, lograron introducir siR-
NAs en células de cultivos y de tumores de ratén [108].

Célula intacta Células plasmolizadas

(incipiente) (evidente)

/ MWCNTs individuales + DNAalexa555
/{ CUmulos pequefios de MWCNTs + DNAalexa555

/ Grandes agregados de MWCNTs + DNAaglexa555

Figura 6.33. Esquema que resume los resultados obtenidos a partir de las pruebas de internalizacién de MWCNTSs fun-
cionalizados no covalentemente con DNA-alexa555. Los MWCNTS (pristinos y funcionalizados con aminas) logran pene-
trar por los poros y heridas formados en la pared de las células plasmolizadas y transportar el DNA-alexa555 a través del
espacio periplasmatico (flechas azules) hasta el interior celular (tincién rojiza). N = nucleo; C= citoplasma; V= vacuola;
M= membrana celular; P= pared celular.

Lo anterior sugiere que una porciéon de MWCNTSs pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas se encuentra
compuesta por MWCNTSs individuales capaces de atravesar la pared y la membrana celular durante la plasmdlisis, y
no necesariamente se encuentran formando cimulos o interconexiones con otros MWCNTS, y por ende, los poros o
heridas por los cuales los MWCNTSs atraviesan la pared celular durante la plasmolisis deben poseer un diametro
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cercano a los 20—50 nm de diametro, capaz de permitir el paso de MWCNTSs individuales y cumulos de menor ta-
mafio, bloqueando unicamente el paso de los aglomerados de mayor tamario (Figura 6.33).

De igual manera, a pesar de que los geles de agarosa con los que se determiné la funcionalizacion no covalente de
los MWCNTS con el plasmido nCBP-GFP (Resultados y discusién — 6.2.2) sugirieron que sélo los MWCNTs-PEI son
capaces de retener DNA plasmidico, las pruebas de transformacion e internalizacion del fragmento de DNA-alexa
555 confirman que el resto de los MWCNTs también pueden hacerlo pero en menor proporcién. Es decir que en
comparacién a la cantidad de DNA que es acarreada por los MWCNTs-PEI, existe una pequefia cantidad de molécu-
las de DNA que son acarreadas por el resto de los MWCNTS, y en el momento en el que son transportadas al interior
celular, se acumulan de tal manera que pueden ser visualizadas en el citoplasma de las células plasmolizadas a
través de microscopia confocal (Figura 6.32).

Actualmente, los estudios relacionados con el uso de CNTs para mediar la transformacion genética en cultivos celu-
lares de plantas, son escasos y contradictorios, por lo tanto no han podido esclarecer si los CNTs son capaces 0 no
de atravesar la pared de células intactas y al mismo tiempo transportar acidos nucleicos. Por un lado, Liu y Yuan
aseguran que los SWCNTSs son capaces de trasportar y entregar acidos nucleicos al interior de células BY-2 [275] y
células del mesdfilo de hojas de Arabidopsis thaliana [276]; por otro lado, Serag y colaboradores aseguran que lo
anterior es imposible porque la pared celular actia como una verdadera barrera fisica y es necesario degradarla para
que los CNTs puedan atravesarla [272, 273]. En contraste, todos los estudios realizados en protoplastos estan de
acuerdo al demostrar que los CNTs son capaces de atravesar la membrana celular por difusion, penetrando facil-
mente a los protoplastos [274, 276].

Por ultimo, vale la pena realizar algunas observaciones a los trabajos de Yuan y Liu. Yuan y colaboradores utilizaron
células del mesdfilo de hojas obtenidas a partir del corte de la epidermis utilizando una navaja [276], esta metodolo-
gia pudo causar dafios irreparables en algunas células, sin mencionar que en dicho tejido siempre existe una frac-
cion de células muertas y plasmolizadas de manera natural; sin embargo, no se utilizé ningin marcador para diferen-
cias las células intactas de las células dafiadas, por lo que es posible que los SWCNTSs utilizados en este estudio
hayan penetrado las células con paredes celulares deterioradas. Por otro lado, Liu y colaboradores determinaron que
los SWCNTSs funcionalizados no covalentemente con FITC pueden atravesar la pared celular y posteriormente acu-
mularse en el sistema vacuolar [275]; sin embargo, las pruebas de internalizacién presentadas en este estudio de-
mostraron que no es conveniente utilizar a FITC para estudiar la internalizacién de los CNTs puesto que es capaz de
atravesar la pared celular de las células intactas en ausencia de CNTs (Figuras 6.26 y 6.27).

6.3.4. Prueba de biocompatibilidad para MWCNTs

Hasta el momento se ha probado que los CNTs sélo pueden mediar la transformacion genética en las células plas-
molizadas. No obstante, es importante analizar las implicaciones bioldgicas y biotecnoldgicas que surgen a partir de
dicha observacién. Diversos estudios han afirmado que dependiendo el grado de plasmdlisis de una célula, ésta
puede ser revertida a través de un cambio en la osmolaridad del medio de cultivo (Capitulo 3 — Figura 2.11) [206,
209-216]. Los cultivos celulares utilizados para la transformacién genética y para las pruebas de internalizacion se
encuentran en un medio hipoténico (Materiales y métodos seccion B—5.3) el cual permite que las células se plasmo-
licen de manera natural. Con base en lo anterior, si las células plasmolizadas son transformadas utilizando CNTs,
tedricamente es posible revertir la plasmdlisis ligera e incipiente, trasladandolas a un medio altamente hipotonico, y
asi obtener células transgénicas viables. Sin embargo, existe la posibilidad de que los MWCNTs ademas de promo-
ver la entrada de los acidos nucleicos también eleven la frecuencia de células plasmolizadas y muertas, presentando
una actividad téxica indeseable y un nivel de biocompatibilidad muy bajo. Esto representaria una amenaza tanto para
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las células intactas como para aquellas células con una plasmdlisis ligera, provocando asi la muerte de ambas célu-
las. Por consiguiente, para para determinar si los MWCNTSs presentan una actividad toxica se realizé una prueba de
biocompatibilidad incubando células NT-1 en presencia de MWCNTSs pristinos y MWCNTSs funcionalizados con ami-
nas durante 48 h, determinando la viabilidad celular a partir del porcentaje de células plasmolizadas e intactas a
partir de una poblacién de 2000 células, utilizando la tincién de exclusion con Azul de Evans (Materiales y métodos
seccion C—5.6.10).
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Figura 6.34. Prueba de biocompatibilidad para células NT-1 tratadas durante 48 h con de MWCNTSs pristinos y funcionali-
zados con aminas utilizando una concentracion de 50ug/ul.

Tratamientos
(50 ug/1)

Células
intactas

Células

plasmolizadas

72

(G.L.=1; a=0.05)

XZ
(calculada)

Diferencias
significativas

(%)

(%)

Sin fratamiento 75.46485261 24.53514739 - - -
MWCNTs pristinos 68.62971517 31.37028483 3.841 1.15990623 No
MWCNTs-ODA 74.78344562 25.21655438 3.841 0.012422977 No
MWCNTs-DO 75.25681108 24.74318892 3.841 0.001165462 No
MWCNTs-PEGDA 70.65897066 29.34102934 3.841 0.586757149 No
MWCNTs-PEI 71.65991903 28.34008097 3.841 0.372208343 No

Tabla 6.1. Tabla que resume los datos estadisticos obtenidos con el software estadistico GraphPad prism 5.04. Se
realizo una prueba de »2 para determinar si existen diferencias significativas entre la viabilidad celular del tratamiento
control y los tratamientos realizados con MWCNTSs pristinos y MWCNTSs funcionalizados con aminas.
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Al observar la grafica de la Figura 6.34, se puede apreciar que el tratamiento realizado con MWCNTSs pristinos pre-
sentd la mayor proporcidn de células plasmolizadas y muertas; sin embargo, el andlisis estadistico indica que dicho
aumento no es estadisticamente significativo (p>0.05). Por su parte, los MWCNTSs funcionalizados con aminas, tam-
poco presentaron un aumento significativo en la proporcion de las células plasmolizadas (Figura 6.34 y Tabla 6.1), lo
cual es un reflejo del alto nivel de biocompatibilidad que se obtiene tras el proceso de funcionalizacion, y descartando
la posibilidad de que estén involucrados con el proceso de plasmélisis. Por lo tanto la prueba sugiere que dentro de
un periodo de incubacién de 48 h, un tratamiento de MWCNTSs funcionalizados con aminas a una concentracion de
50 ug/ml, presenta un alto nivel de biocompatibilidad con las células NT-1, y es recomendable su uso de manera
segura para la transformacion genética de células plasmolizadas de cultivos celulares en suspension.

Es importante mencionar que debido a que los MWCNTSs pristinos muestran una ligera tendencia al aumento del
numero de células plasmolizadas en comparacion a los MWCNTSs funcionalizados con aminas (Figura 6.34 y Tabla
6.1), por lo que es muy probable que si se aumenta su concentracion y su periodo de exposicion, los efectos toxicos
sobre as células NT-1 sean a la larga notorios y significativos en comparacién al resto de los MWCNTSs. La mayoria
de los estudios realizados en células de mamifero han demostrado que en periodos de exposicion cortos de 24 y 48
h, los CNTs pristinos presentan una notable actividad genotdxica y citotoxica [7, 257, 314-329], sobre todo cuando
éstos han sido oxidados a través de tratamientos &cidos, porque aumentan considerablemente los niveles de ROS
en solucién [74-78]. Ademas, los CNTs pristinos han sido sefialados como agentes clastogénicos interactuando con
los cromosomas y rompiéndolos, y como agentes aneudoploidogénicos interactuando con las proteinas de la maqui-
naria de segregacion dando lugar a un reparto desigual de los cromosomas durante la mitosis [7, 106-110, 113, 114,
257-261, 330]. En contraste, existen estudios que han demostrado que la funcionalizacion es un método que dismi-
nuye considerablemente las propiedades toxicas de los CNTs [7, 11, 86, 331], particularmente la funcionalizacion
covalente libre de solventes utilizada en el presente estudio ha demostrado aumentar el nivel de biocompatibilidad de
los MWCNTSs en cultivos de linfocitos humanos, ya que la adicién de aminas alifaticas en la superficie de los CNTs
los provee de una capa protectora que evita que sus paredes interactien directamente con la maquinaria celular y
otros elementos encontrados dentro y fuera de la célula tales como la cromatina [7].

Figura 6.35. Cultivos celulares de Arabidopsis thaliana (A) y arroz (B), y de protoplastos de Arabidopsis thaliana (C) ro-
deando a los aglomerados de CNTs para “sacrificarse” como un posible mecanismo de “respuesta de autodefensa’. Lin,
2009, Tan, 2007, Yuan, 20011[276, 332, 336].

A diferencia de los estudios realizados en células de mamifero, los estudios relacionados con la actividad tdxica de
los CNTs en plantas son escasos [8, 275, 276, 313, 329, 332-335]; sin embargo, la mayoria de los estudios coinciden
en que son mucho mas los efectos positivos que los negativos. Por ejemplo, Khodakovskaya [333] y Tripathi [334]
observaron que al incubar semillas de tomate y garbanzo en presencia de MWCNTSs, éstas germinaban mucho mas
rapido que las del control, incluso el crecimiento de las plantulas mostré una tasa de crecimiento mucho mayor. Sin
embargo, en cultivos de células [332] y de protoplastos de Arabidopsis thaliana [276], asi como en células de arroz
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[336] (Figura 6.35) se han hallado evidencias de un mecanismo de “autodefensa”, en el cual algunas células optan
por “sacrificarse” y comienzan a rodear los aglomerados de CNTSs, evitando asi que el resto de la poblacién celular
entre en contacto ellos.

Las micrografias confocales (Figura 6.36) revelan que la mayoria de los aglomerados de MWCNTSs pristinos se en-
cuentran rodeados principalmente por células plasmolizadas. Sin embargo, ya que la prueba de toxicidad ha indicado
que no existe un aumento significativo en el numero de células plasmolizadas en presencia de MWCNTSs funcionali-
zados con aminas, no existen evidencias suficientes de un mecanismo de “autodefensa” en las células de NT-1.

Figura 6.36. Grandes aglomerados de MWCNTS pristinos rodeados por las células NT-1 plasmolizadas (B y C) evitando
que las células intactas entren en contacto con ellos (A).

Por Ultimo, existe una pregunta que vale la pena intentar responder: ;Qué sucede con los CNTs una vez que ingre-
san a las células plasmolizadas? La respuesta a esta pregunta podria encontrarse en los resultados de algunos
estudios recientes, los cuales han evidenciado in vitro [337] e in vivo [338] la degradacion enzimética de CNTs con
peroxidasas. En plantas las peroxidasas se encuentran ampliamente distribuidas en el interior celular [339], por lo
que los CNTs podrian ser biodegradados en los diferentes compartimientos celulares tales como las vacuolas o los
peroxisomas, y a largo plazo dejar de ser una amenaza para la célula.

6.4. Perspectivas del uso de CNTs en la transformacion genética de plantas

A pesar de que en el presente estudio se determind que los CNTs no pueden ser utilizados para la transformacion
genética de las células intactas, realizarla en células plasmolizadas no representa un resultado negativo. Anterior-
mente, se mencionaron algunos estudios en los que se ha hecho uso de células plasmolizadas para ensayos de
transformacién genética estable y transitoria [206, 209-216]. Estos estudios sugieren que si las células son transfor-
madas por electroporacién en un estado de plasmdlisis reversible, es posible obtener células transgénicas viables a
través de un cambio en osmolaridad del medio.

El uso de células plasmolizadas presenta ciertas ventajas en comparacion con otros metodos que hacen uso de
células en suspension tales como los protoplastos, ya que la plasmolisis es un proceso natural que no requiere de
tratamientos enzimaticos para degradar la pared celular. La obtencidn de células viables a partir de células plasmoli-
zadas requiere unicamente de un cambio en la osmolaridad del medio, mientras que en protoplastos la regeneracion
completa de la pared celular es proceso laborioso, complicado y muchas veces poco efectivo. Por tal motivo, seria
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Figura 6.37. Esquema de absorcién a través del sistema
vascular por el cual se transportan los Co (a), mientras que
los MWCNTSs se mantienen atorados en el sistema radicular
(b) también detectados por microscopia SEM (c). Micrografia
TEM de células vecinas al sistema vascular cuyo interior
contiene particulas Cro. Lin, 2009 [339].

conveniente realizar las pruebas necesarias para
determinar si es posible obtener células viables trans-
génicas a partir de células plasmolizadas transforma-
das utilizando CNTs.

No obstante, existe la posibilidad de realizar la trans-
formacion genética mediada por CNTs directamente
en células intactas, sin hacer uso de cultivos celulares
en suspension, con base en los siguientes argumentos.
En un estudio realizado por Lin y colaboradores, se
germinaron semillas de arroz en presencia de
MWCNTSs y fullerenos de 70 carbonos (Cro) disueltos
en solucion de materia natural organica (NOM). Cuan-
do las plantas llegaron a un estado adulto se observd
por microscopia que Unicamente las nanoparticulas
con menores dimensiones (en su mayoria Cr) eran
absorbidos por la planta y transmitidos a la siguiente
generacién de semillas a través del sistema vascular
(Figura 6.37) [335]. Smirnova y colaboradores, realiza-
ron hallazgos similares al observar la presencia de
MWCNTSs en el interior de células del sistema vascu-
lar de raices y hojas de Onobrychis arenaria (Figura
6.38) [329], cuyas semillas habia sido desde un princi-

pio germinadas en presencia de MWCNTSs. Recientemente, Khodakovskaya [333] y Tripathi [334] demostraron que
los MWCNTS son capaces de atravesar la teca de semillas de tomate (Figura 6.39) y garbanzos (Figura 40-A) duran-
te la germinacion. En estos estudios también se observd la presencia de MWCNTSs en el interior de los elementos
traqueales del xilema de la raiz formando largos conductos o canales (Figura 6.40-B) por donde el agua y otros nu-
trientes se transportaban con mayor eficiencia que en condiciones naturales.

Estos estudios son de particular interés porque a diferencia de otros estadios del desarrollo o en células en suspen-
sion, durante la germinacion tanto las tecas de la semilla como las paredes celulares de las células embrionarias se
vuelven mucho mas permeables por el aumento en la sintesis de enzimas degradadoras. El aumento en la permea-
bilidad promueve la entrada de agua y otros nutrientes que aumentan el metabolismo de la semilla durante la laten-
cia [340], lo cual es de gran importancia para asegurar la germinacion y la supervivencia del embrién. Durante este
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periodo, algunas particulas suspendidas en
solucion como los CNTs, podrian penetran con
mayor facilidad la teca de la semilla y las pare-
des de las células embrionarias, particularmente
las del sistema vascular.

Por lo tanto, si lo anterior es factible, y a diferen-
cia de lo que sucede en cultivos celulares en
suspensién, hipotéticamente la germinacion
podria ser un periodo ideal donde la pared celu-

Figura 6.38. MWCNTSs localizados al interior de las celulas del|5r no sea un impedimento para que los CNTs

sistema vascular de raices (A), y hojas de Onobrychis arenaria

[329].
83

puedan mediar la transformacion genética de



células intactas. Por lo tanto, es recomendable realizar los experimentos necesarios utilizando semillas de diferentes
especies de plantas durante la germinacion con el objetivo validar esta hipdtesis, ya que hasta la fecha no existe
ningun reporte que la pueda evidenciar.

Figura 6.39. Comparacion entre dos semillas de tomate germinadas en ausencia y presencia de MWCNTSs (A). Plantulas
tratadas con diferentes concentraciones de MWCNTSs (B). Micrografias TEM del sistema vascular de embriones incubados
en ausencia (C) y presencia de MWCNTSs (D). Khodakovskaya, 2009 [333].
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Figura 6.40. Comparacion entre dos plantas de garbanzos crecidas en presencia y ausencia de MWCNTSs (A). Represen-
tacion esquematica de la formacién de “canales” por MWCNTSs dentro de los elementos traqueales (B). Tripathi, 2011
[334].
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Las principales conclusiones derivadas de la presente investigacidn y de acuerdo con los objetivos planteados son
las siguientes:

e  Se determind que la funcionalizacion realizada a los MWCNTS pristinos con aminas alifaticas resulté exitosa-
mente en la union covalente de los grupos amino y los defectos localizados en la superficie de los mismos.

e Los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas no son capaces de promover la transformacién genética
en las células intactas de Nicotiana tabacum en suspension, pero si son capaces de promoverla en las células
en proceso de plasmdlisis, las cuales expresaron exitosamente a la proteina de fusion nCBP-GFP en el cito-
plasma.

e Los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas no pueden penetrar a través de la pared celular de las
células intactas, pero si atraviesan la pared de las células plasmolizadas.

o Los MWCNTSs pristinos y funcionalizados con aminas presentaron un alto nivel de biocompatibilidad debido a
que no aumentan la frecuencia de los eventos de plasmdlisis ni de los eventos de muerte celular.

Con base en lo anterior y analizando la hipotesis del presente estudio, se concluye que los CNTs no son una opcion
para transformar células intactas en suspensidn, pero si son una opcion para llevar a cabo ensayos de transforma-
cién genética transitoria en las células en proceso de plasmdlisis. Por lo tanto, este método es una alternativa atracti-
va para los métodos de transformacién genética existentes en plantas, debido a las implicaciones biotecnoldgicas
que trae consigo.
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ABREVIATURAS

A

AFM: Microscopia de fuerza atémica

AlA: Acido indolacético

AtnCBP-GFP: Plasmido que codifica para la proteina de
fusién nCBP-GFP bajo un promotor constitutivo 35S de
plantas

ATP: Adenosin trifosfato

B

BAP: bencilaminopurina

BAR: Gene que confiere resistencia a BASTA

BASTA: Glufosinato de amonio

BY-2: Linea celular de Nicotiana tabacum variedad
Bright-Yellow-2

Bs: Cromosomas B

BSA: Albuminosa de suero bovino

C

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor
CMV: Virus del mosaico del pepino
CNTs: Nanotubos de carbono

CTV: Cultivo de tejidos vegetales

CTX-B: Toxina B del cdlera

CXCRA4: Receptores de quimiocinas tipo 4
CY-3: Cianina-3

Ceo: Fullerenos de 60 atomos de carbono
C+o: Fullerenos de 70 atomos de carbono

D

DCC: N, N'-diciclo hexil carbodiimida

DIBOA: 2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazolin-3-one

DIMBOA: 2 4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazolin-3-one
DMF: Dimetilformamida

DNA-alexa555: DNA marcado con Alexa® Fluor 555-
NHS

DO: 1,8-diamino octano

dsDNA: DNA de doble cadena

dsRed: Proteina roja fluorescente

D-FITC: Dextranas marcadas con FITC

E
EDC: 1-etil-3—(3-dimetil aminopropil) - carbodimida
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

F

FITC: fluorescein isotiocianato
FT-IR: Espectroscopia en el Infrarrojo

88

G

GFP: Proteina verde fluorescente
GUS: B-glucuronidasa

H

HeLa: Células epiteliales humanas de carcinoma cervi-
cal

HRTEM: Microscopio electronico de transmisién de alta
resolucion

HUVEC: Células endoteliales de venas de cordon umbi-
lical humano

H1299: Células de cancer pulmonar de mamifero

K
Kin: Kinetina
KmR: Gene que confiere resistencia a kanamicina

L
LAEMA
LTRs: Repeticiones terminales largas

M

MBOA: 6-Metoxi-benzoxazolin-2-one

mRNA: RNA mensajero

MS: Medio Murashige Skoog

mTERT: Subunidad catalitica de la telomerasa de ratdon
MUG: 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido

MuLV: virus de la leucemia murina MWCNTs: Nanotu-
bos de carbono de paredes multiples

MWCNTs-NH,: MWCNTS que presentan grupos aminos
MWCNTs-COOH: MWCNTs que presentan grupos
carboxilo

MWCNTs-CH.-CH:-CHs: MWCNTs que presentan gru-
pos alquilo

MWCNTs-PEGDA: MWCNTSs funcionalizados covalen-
temente con PEGDA

MWCNTs-PEl: MWCNTs funcionalizados covalente-
mente con PEI

MWCNTs-DO: MWCNTSs funcionalizados covalentemen-
te con DO

MWCNTs-ODA: MWCNTSs funcionalizados covalente-
mente con ODA

N

nCBP: Proteina novedosa de union a CAP
NHS: N-hidroxi succinimidil éster



NOM: Materia organica suspendida en solucién

NT-1: Linea celular de Nicotiana tabacum variedad
Bright-Yellow

NT-X: Linea celular de Nicotiana tabacum variedad
Xanthi

O

ODA: 1,-octadecil amina

OECD: Organizacion para la Cooperaciéon Econdmica y
el Desarrollo

OEG-DA: Oligoetileneglicol diamina

OMGs: Organismos genéticamente modificados

P

PAA: polialilamina

PACs: Minicromosomas artificiales de plantas
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PEGDA: Polietileneglicol diamina

PEI: Polietileneimina

PI: loduro de propidium

PIPES: Acido 1,4-piperazine dietano-N, N-bis2 sulfénico
PL: Fosfolipidos

PSS: Poliestireno-sulfonato

PVA: Alcohol palivinilico

PVP: Polivinilpirrolidona

PVX: Virus del mosaico de la papa

R

RFP: Proteina roja fluorescente
ROS: Especies reactivas de oxigeno

S

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SEM: Microscopia electrénica de barrido

siRNA: RNA interferente

ssDNA: DNA de cadena sencilla

STM: Microscopio de tunelaje

SWCNTSs: Nanotubos de carbono de pared sencilla
SWCNTSs-ox: SWCNTs oxidados

SWCNTs-FITC: SWCNTs oxidados funcionalizados no
covalentemente con FITC por apilamiento n-n

T

TC: Medio de induccién y mantenimiento para callo
TEM: Microscopio electrénico de transmisién

TGA: Termogravimetria

THF: Tetrahidrofurano

TMV: Virus del mosaico del tabaco

Tris-ClI: Tris (hidroximetillaminometano

TRITC: Tetrametil rodamina
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TRPC3: Canal de potencial receptor transitorio 3

TS: Medio de induccion y mantenimiento para suspen-
sion celular

T-DNA: Fragmento de DNA transferido por Agrbacte-
rium tumefaciens

X

X-Gluc: &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico

#
2iP: 2-indolaminopurina
2,4-D: 2,4-diclorofenoxiacético
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