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1. RESUMEN  

 

El glioblastoma (GBM) es el tumor primario maligno más frecuente del sistema nervioso 

central, ocasionando, tan sólo en Estados Unidos, aproximadamente 12,000 muertes al año, 

además de que los tumores cerebrales son la segunda causa de muerte en niños después de 

las leucemias. En los últimos años, diversas investigaciones han intentado encontrar 

mejoras y nuevas opciones al tratamiento actual (que consiste en cirugía seguida de 

quimioterapia y radioterapia) aunque sin éxito significativo. Es por esta razón que resulta 

de vital importancia buscar alternativas terapéuticas que puedan mejorar el pronóstico y la 

calidad de vida de los pacientes con estas neoplasias. Recientemente la nanomedicina ha 

cobrado mucho interés debido a sus alcances y a los resultados alentadores que han sido 

publicados recientemente con el uso de nanopartículas. El presente trabajo tiene como 

objetivo estudiar los posibles efectos citotóxicos de los nanotubos de carbono multicapa 

(NTCPM) en líneas celulares de GBM RG2 así como en un modelo in vivo. Metodología: 

Se realizaron diversos ensayos en cultivos de células RG2 de GBM para determinar si los 

NTCPM (sin tratamiento, dopados con nitrógeno, funcionalizados y en combinación con 

temozolamida [TMZ]) tienen efectos citotóxicos, además de otros ensayos para determinar 

viabilidad celular, mecanismos de muerte celular inducidos y análisis del ciclo celular. 

Posteriormente se realizaron experimentos en un modelo animal con ratas Fischer 344, para 

valorar la toxicidad local y sistémica de la aplicación de los NTCPM así como su efecto en 

la supervivencia. Resultados: A través de los resultados obtenidos se puede observar un 

efecto citotóxico de los NTCPM por sí mismos y que se ve potenciado por la co-

administración de TMZ; esto debido principalmente a la fragmentación del ADN de las 

células malignas, induciendo muerte celular por medio de apoptosis. Tras es el estudio de 

resultados obtenidos del modelo in vivo se puede observar un aumento en la supervivencia 

global de las ratas tratadas con NTC funcionalizados (FN-NTC), en ausencia de datos 

clínicos y de laboratorio de toxicidad local o sistémica. Conclusiones: Con este estudio se 

pudo comprobar la hipótesis sobre los efectos citotóxicos de los NTCPM y se observó 

eficacia terapéutica con efectos tóxicos mínimos, lo cual justifica y sugiere continuar con 

estudios que amplien en el conocimiento del uso y seguridad de los NTCPM como 

potencial opción terapéutica para GBM. 
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2. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

 

2.1 Definición y epidemiología del GBM 

 

Los tumores primarios del sistema nervioso central tienen una incidencia de 

aproximadamente 30,000 casos/año en EE.UU. El glioblastoma (GBM) es el tumor 

primario más frecuente del encéfalo en adultos, constituyendo alrededor del 12-15% de las 

neoplasias intracraneales y el 60 – 75% de los tumores astrocíticos. La prevalencia de este 

tipo de tumores varía discretamente según la casuística de cada país, teniendo reportes de 

2.9 nuevos casos por cada 100,000 habitantes en EE.UU, mientras que en Suiza se 

encuentra alrededor de 3.55 nuevos casos por cada 100,000 habitantes.1,2 Se ha reportado en 

la literatura un pico de incidencia alrededor de los 61 años de edad, siendo que el 80% de 

los casos se diagnostican a partir de los 50 años de edad y únicamente el 1% se 

diagnostican antes de los 20 años de edad.2,3 En México, en la serie reportada por Sotelo y 

cols. los gliomas representan el 33% de los tumores cerebrales y dentro de este grupo, el 

28% corresponden a GBM; los datos peculiares de la población Mexicana es que el 51% de 

los GBM son detectados en pacientes menores a 50 años de edad.60 

 

La principal característica del GBM es la diferenciación astrocítica predominante. Aunque 

la mayoría de las veces se presenta como un tumor primario, el GBM puede también 

desarrollarse de forma secundaria resultado de una transformación de otros tumores 

astrocitarios, oligodendrogliales o mixtos.2,4 Aunque existen diversos subtipos de esta 

neoplasia, sobre los cuales se hablará más adelante, el GBM es un tumor correspondiente al 

grado IV de la OMS.4, 5, 6 Las localizaciones en donde se encuentran de forma más frecuente 

son el lóbulo temporal (31%), lóbulo parietal (24%), lóbulo frontal (23%) y lóbulo occipital 

(16%).2 
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2.2 Definición histopatológica y diagnóstico 

 

Hasta la última clasificación de la OMS emitida en el 2007, la definición histopatológica 

del GBM, y de los tumores del sistema nervioso central (SNC) en general, se basaba 

únicamente en el fenotipo histopatológico (tipo de células precursoras, diferenciación), 

siendo que el GBM se caracterizaba por presentar atipia celular, pleomorfismo, actividad 

mitótica, trombosis vascular, proliferación microvascular con patrón glomeruloide y 

necrosis en pseudoempalizado.2, 4, 6, 7 Sin embargo, en los últimos años se ha logrado 

comprender de forma más profunda los mecanismos de génesis tumoral, así como aspectos 

genéticos y moleculares de las neoplasias del SNC. La detección de alteraciones genéticas 

como la co-deleción 1p/19q o mutaciones en la isocitrato deshidrogenasa (IDH) o en el gen 

ATRX, eran tomadas en cuenta únicamente como factores pronóstico en algunos casos, sin 

embargo debido a la complejidad en el diagnóstico de estos tumores aunado a la gran 

variabilidad de hallazgos histopatológicos se encontró una alta variabilidad interobservador 

para el diagnóstico del GBM. Es por esto que en 2014 se llevó a cabo una reunión de 

neuropatólogos expertos en diagnóstico molecular en Haarlem, Holanda, avalada por la 

Sociedad Internacional de Neuropatología, en donde se emitieron guías para el diagnóstico 

de tumores del SNC. Este consenso dio pie a que en mayo 2016 se publicara la 

actualización a la clasificación de la OMS 2007 en donde se incorporan los elementos 

genéticos y moleculares para el diagnóstico del GBM.2, 4, 5, 6, 8  

 

De acuerdo a la actualización del presente año de la clasificación de la OMS, en el caso 

particular del GBM se ha incorporado como parte del diagnóstico histopatológico el estudio 

del IDH. En base a ello se definieron 3 tipos:6 

1. GBM, IDH-nativa (wild-type) 

a. GBM de células gigantes 

2. GBM, IDH-mutante 

3. GBM inespecífico (NOS, del inglés: “not otherwise specified”) 

 

Durante la evaluación de los pacientes con GBM es imprescindible realizar una exploración 

clínica neurológica completa aunado a valoraciones correspondientes a la calidad de vida y 
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el estado funcional del paciente al momento del diagnóstico. Es de suma importancia 

realizar dichas valoraciones ya que de eso dependerá el seguimiento clínico y la elección de 

tratamiento. Para la valoración neurocognitiva se pueden utilizar diferentes pruebas como la 

de Hopkins, el Trail making test o la examinación de afasia multilingüal. En cuanto a la 

valoración del estado funcional las dos escalas más ampliamente utilizadas y que se han 

tomado en cuenta para la toma de decisiones son el índice de Karnofsky (IK) y la escala del 

ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), definiendo como un buen estado funcional 

un IK mayor a 70 o un puntaje 0-1 en la escala del ECOG.2, 4 

 

2.3 Imagenología en GBM 

 

El estudio de imagen de mayor importancia para el diagnóstico de GBM es la resonancia 

magnética (IRM) simple y contrastada de cráneo. Típicamente los GBM se observan como 

lesiones de características intrínsecas, con bordes irregulares, hipointensas en secuencia T1 

en el centro (correspondiente a la presencia de necrosis), hiperintensos en secuencias T2 y 

FLAIR y presentan un reforzamiento en anillo característico ante la administración de 

gadolinio, con edema variable perilesional.2, 5, 9 En la mayoría de los casos este estudio es 

suficiente para realizar el diagnóstico, sin embargo en casos complejos o recidivantes es 

frecuentemente necesario hacer uso de otros estudios o secuencias de IRM para lograr un 

mejor diagnóstico diferencial. Entre las secuencias en IRM que se pueden utilizar como 

apoyo se encuentra la espectroscopia, en la cual se analiza la composición química de la 

lesión a estudiar, encontrando característicamente un aumento en el pico de Colina, 

disminución en el pico N-acetilaspartato y un pico variable de lactato.10, 11 Incluso en 

estudios recientes se ha descrito la detección de 2-hidroxiglutarato (2HG) por 

espectroscopia en GBM IDH-mutante.12 Otras secuencias en IRM que resultan útiles para el 

diagnóstico de esta patología son la perfusión y difusión (DTI), siendo que los GBM son 

lesiones que muestran un aumento en la perfusión relativa con el tejido cerebral normal y 

no muestran restricción a la difusión (lo que permite realizar el diagnóstico diferencial con 

otras lesiones como abscesos cerebrales).13, 14 En las guías clínicas publicadas por 

Mukundan S, et al en 2008 sobre la evaluación de GBM de reciente diagnóstico nos emiten 

las siguientes recomendaciones:13 



 10 

1. Nivel I:  

a. Siempre que sea posible se recomienda realizar IRM con gadolinio ya que 

provee información importante para la diferenciación del GBM de otros 

tumores intrínsecos y secundarios. 

2. Nivel II: 

a. La tomografía (TAC) con medio de contraste puede proveer información útil 

para la diferenciación del GBM de otros tumores intrínsecos y secundarios. 

3. Nivel III: 

a. La adición de espectroscopia a la IRM anatómica estándar provee detalles 

que pueden mejorar la certeza diagnóstica para lesiones cerebrales, 

incluyendo los tumores. 

b. El uso de perfusión en IRM con determinación del volumen sanguíneo 

medio regional puede proveer información que apoye en la diferenciación de 

las características histológicas entre los tumores intrínsecos. 

 

2.4 Opciones terapéuticas  

 

El tratamiento para el GBM es un tema sumamente debatido debido a la gran cantidad de 

investigación que se está llevando a cabo y debido a que hasta el día de hoy no se cuenta 

aún con algún protocolo de tratamiento curativo. En esta sección se discutirán las 

generalidades de las mejores opciones terapéuticas con base a la literatura más actual. 

 

El tratamiento del GBM se basa principalmente en resección quirúrgica seguida de 

tratamiento complementario con radioterapia (RT) y quimioterapia (QT). Sin embargo no 

todos los pacientes recibirán el mismo esquema, ya que para tomar una decisión terapéutica 

es necesario valorar diversos factores como la edad, la localización del tumor (área 

elocuente/no elocuente, superficial/profundo), estado funcional del paciente (IK), tamaño 

de la lesión, posibilidades de resección máxima segura, diagnóstico de novo o recurrencia y 

voluntad del paciente de someterse a las diversas opciones terapéuticas de acuerdo a las 

probabilidades de supervivencia y riesgos funcionales.2, 5, 16 
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La cirugía tiene 3 principales objetivos:2 

1. Fuente de muestra para el estudio histopatológico (biopsia guiada por 

neuronavegación o estereotaxia/abierta). 

2. Disminución de la presión intracraneana. 

3. Mejoría del pronóstico de supervivencia total (siguiente el principio de resección 

máxima segura).   

 

Es de suma importancia resaltar el término de resección máxima segura, que nos indica que 

debemos de tomar en cuenta las probabilidades de realizar una resección máxima sin 

comprometer la vida o función del paciente.2, 5 Anteriormente se planteaba el paradigma de 

“todo o nada” con respecto a porcentajes de resección como factores pronóstico para 

supervivencia total, sin embargo este concepto ha ido cambiando hacia resecar “tanto como 

sea seguro”, como ha sido evidenciado en un meta-análisis publicado por el grupo del Dr. 

Quiñones en 2015. En dicha publicación se concluye que más que el porcentaje de 

resección, el volumen residual de tumor post-resección en secuencia de IRM T1 

contrastado es el principal predictor radiológico de supervivencia.15 Basados en el principio 

de “resección máxima segura” se han ido desarrollando técnicas nuevas para lograr 

resecciones más amplias y de forma más segura, combinando técnicas anatómicas y 

funcionales como es la neuronavegación, el uso de ácido-5-aminolevulínico (5-ALA), 

resecciones guiadas por ultrasonido (USG), IRM funcionales (IRMf), IRM intraoperatorias 

y estimulación cortical y subcortical para identificación de áreas o trayectos funcionales.2, 5, 

15,  17 Incluso, en casos seleccionados, se puede complementar el tratamiento quirúrgico con 

aplicación de QT local como son las obleas de carmustina, que se pueden colocar en el 

lecho quirúrgico de resecciones completas del GBM. Aunque existe literatura aún 

controversial en cuanto a esta práctica, los meta-análisis recientes sugieren que la 

aplicación de obleas de carmustina en el lecho quirúrgico puede mejorar la sobrevida, sin 

embargo se requieren mayores estudios para apoyar esta hipótesis.2, 18 

 

De acuerdo a las características particulares de cada paciente se debe seleccionar el 

tratamiento más adecuado, de tal manera que es posible clasificar a los pacientes según lo 

mencionado en la literatura en mayores o menores de 70 años y con IK mayor o menor a 70 
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(pacientes independientes o dependientes). Para pacientes menores de 70 años y con IK>70 

el tratamiento indicado según las guías norteamericanas es resección máxima segura 

seguida de RT y QT de acuerdo al protocolo Stupp.2, 5, 19, 20 Siguiendo las recomendaciones 

del estudio clínico fase III de RSP/ANOCEF, los pacientes mayores de 70 años de edad con 

un IK>70 deben de recibir tratamiento con radioterapia (60Gy en 30 sesiones) sin 

quimioterapia como terapia estándar. Estudios fase III publicados recientemente, sugieren 

que los tratamientos hipofraccionados de RT (34Gy en 10 sesiones) tienen resultados 

estadísticamente similares a la terapia estándar. 2, 21, 22, 23 Para los pacientes mayores de 70 

años y con IK<70 la terapia estándar se basa únicamente en cuidados paliativos, sin 

embargo en estudios recientes se ha sugerido que el tratamiento con temozolamida (TMZ) 

en este grupo de pacientes puede ser beneficioso ya que ofrece una supervivencia global de 

6 meses y el 25% de los pacientes recuperan su autonomía.2, 23, 24 Existen incluso ya algunos 

estudios que comienzan a reportar la viabilidad de administración de RT hipofraccionada 

concomitante con TMZ en este grupo de pacientes con buenos resultados.25 

 

Otro tema importante de analizar en cuanto a las opciones terapéuticas del GBM son las 

llamadas terapias dirigidas. Este grupo de fármacos que han aparecido de forma más 

reciente se encuentran aún bajo investigación y ha habido reportes con diferentes 

resultados. En las revisiones más recientes y guías clínicas se han hecho revisiones sobre 

estos fármacos. Previamente se había reportado que el Bevacizumab (anticuerpo 

monoclonal anti-VEGF) era útil únicamente en GBM recidivante, sin embargo estudios 

recientes sugieren que puede ser utilizado como terapia de primera línea en combinación 

con temozolamida.2, 5, 26 En las guías clínicas más recientes sobre el uso de terapias dirigidas 

para el tratamiento de GBM recidivante, se emiten las siguientes recomendaciones con 

nivel de evidencia clase III:27 

1. El tratamiento con Bevacizumab se recomienda ya que ofrece un mejor control de la 

enfermedad y mayor supervivencia libre de progresión a 6 meses. 

2. Debido a que existen un gran número de opciones terapéuticas para GBM 

recidivante que pueden ser utilizadas bajo circunstancias selectas, es importante 

involucrar a los pacientes en estudios clínicos bien definidos para encontrar la mejor 

evidencia y la mejor opción terapéutica para cada paciente. 
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2.5 Pronóstico 

 

En la actualidad, el pronóstico de los pacientes con diagnóstico reciente de GBM es aún 

pobre a pesar de los avances y los estudios que es han realizado. Hasta el día de hoy el 

promedio de supervivencia a partir del diagnóstico es de 15 – 18 meses siguiendo el mejor 

tratamiento hasta la actualidad, como ha sido mencionado anteriormente en el trabajo. Los 

reportes más optimistas de supervivencia a largo plazo (5 años) alcanzan únicamente 9%. 

De igual manera la supervivencia libre de progresión con tratamiento óptimo es de 6.9 

meses.28, 29, 30  Es por este motivo que es necesario continuar una ardua búsqueda para 

encontrar nuevas opciones terapéuticas que ofrezcan a los pacientes no sólo supervivencia 

más prolongada sino que tengan una mejor calidad de vida. 

 

2.6 Nanotubos de carbono 

 

Debido a la insuficiente respuesta a los tratamientos actuales, se han desarrollado nuevos 

agentes que intentan contribuir al tratamiento de los gliomas. En años recientes, las 

nanopartículas han sido objeto de diversos estudios debido a su biocompatibilidad y 

mínima toxicidad. Los nanotubos de Carbono (NTC) representan un importante grupo de 

nanomateriales con propiedades geométricas, mecánicas y de alta conductividad eléctrica y 

química utilizados para diversas aplicaciones. Los NTC consisten en hojas de grafeno 

enrolladas de forma cilíndrica con una alta relación de aspecto y un diámetro en el rango 

nano-escala. Existen dos tipos principales en cuanto a su estructura; los nanotubos de pared 

simple o única (NTPS), constituidos por una sola lámina de grafito envuelto en un tubo 

cilíndrico y los nanotubos de pared múltiple o multicapa (NTCPM), constituidos por dos o 

más láminas que se pliegan en torno a un eje. Una de las principales características que 

hacen que los NTC sean de sumo interés para la nanomedicina y en particular para el 

tratamiento de GBM, es su capacidad de atravesar barreras biológicas, lo cual en el caso 

particular de nuestro estudio es de suma importancia ya que de ello depende su entrada al 

SNC además de su potencial uso como acarreadores de fármacos.31, 40 Un dato interesante 

que ha aportado datos sobre este tema es el hecho que las nanopartículas de carbono, 

incluyendo a los NTCPM, han sido utilizadas como biomateriales para producción 
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industrial, lo cual detonó la preocupación por conocer si dichos componentes tenían algún 

efecto sobre el cuerpo humano y a raíz de ello se han llevado a cabo estudios donde se 

demuestra que efectivamente los NTCPM cuentan con efectos citotóxicos por sí mismos, al 

causar daño directo al ADN del núcleo celular, de ahí que podamos inferir que siendo 

utilizados correctamente podrían representar un potencial tratamiento para GBM.33, 34  

 

Los NTC han sido objeto de interés para el diagnóstico y tratamiento debido a su capacidad 

para el transporte y la liberación de quimioterapia citotóxica. Además pueden ser 

funcionalizados para aumentar su biodisponibilidad. Asimismo por su tamaño son capaces 

de transitar libremente a través del torrente sanguíneo y atravesar la barrera hemato-

encefálica, el epitelio estomacal y pueden ser filtrados por el bazo y el riñón. Estudios 

previos han demostrado que los NTC funcionalizados (FN-NTC) pueden ser internalizados 

en las células. De igual manera se ha observado que los FN-NTC son capaces de atravesar 

la membrana plasmática para alcanzar la región perinuclear después de dos horas de 

incubación31, 32, convirtiéndose en una gran alternativa para el tratamiento de los GBM. 

Entre los estudios más recientes se ha reportado la utilidad de este tipo de tratamiento, tanto 

en modelos in vitro como in vivo, utilizando diferentes técnicas y protocolos. Entre las 

publicaciones más significativas en este respecto se encuentran las siguientes. Lu, et al, 

realizaron un estudio en cultivos celulares donde evaluaron la capacidad de transporte de 

doxorrubicina con nanotubos de carbono multicapa funcionalizados y conjugados con ácido 

fólico dirigido a ligando y combinados con nanopartículas magnéticas de óxido de hierro, 

realizando de esta manera un combinado magnético-químico que otorgaba características 

de selectividad y transporte del medicamento hacia las células tumorales donde eran 

internalizados, dejando el transportador en el citoplasma e introduciendo la doxorrubicina 

al núcleo celular35.  En otro estudio sobre transporte de fármacos con NTC, Moore Th, et al, 

reportaron la efectividad de NTC funcionalizados y acoplados a un revestimiento multicapa 

de poliglicólido y poliláctido como transporte de Dasatinib en cultivos celulares, donde se 

observó una mayor eficacia que los nanotubos monocapa (que suelen presentar una 

liberación inicial “en explosión” del fármaco, lo cual disminuye la entrega por tiempos 

prolongados del medicamento).36 
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En una publicación más reciente por Santos T, et al, reportan un estudio in vitro e in vivo en 

modelos animales con ratas donde evaluaron el uso de NTC combinados con radiación 

casi-infrarroja. El estudio se basa en el principio que este tipo de radiación causa efectos 

mínimos en tejidos sanos y debido a las propiedades físico-químicas de los NTC crean un 

efecto vibratorio resultando en generación de calor, lo cual potencialmente crea muerte 

celular secundaria a la hipertermia. En sus resultados reportan que los NTC fueron 

internalizados mayormente por células tumorales que por células sanas, dando cierta 

selectividad por células malignas. Asimismo reportaron que tanto las células cultivadas in 

vitro, como en las ratas implantadas mostraron reducción en los tamaños tumorales. Más 

aún detectaron que la disminución del tamaño tumoral era dosis-dependiente logrando 

desaparición completa del tumor a dosis de 3μg/mL de NTC sin evidencia de recurrencia a 

80 días del tratamiento. De esta manera lograron demostrar una opción terapéutica efectiva 

y con mínimos efectos sobre el tejido sano. Estos reportes incluyeron células de tumores 

fármaco-sensibles, fármaco-resistentes e incluso en células madre formadoras de tumores 

gliales.37 

 

Otra publicación relevante para el estudio fue aquella realizada por Ouyang, et al en enero 

2016, en la cual realizaron un estudio en un modelo de ratas con implante de células 

tumorales de glioma (K-luc) tratadas con inmunoterapia con oligonucleótidos de CpG 

asociada a NTC y temozolamida. En los resultados publicados reportaron que esta 

combinación resultó en una inducción de células efectoras con mayor capacidad de 

inducción de muerte celular en sus células blanco que en estudios previos sin temozolamida 

e incluso que la temozolamida por sí misma.38 

 

Un tema de particular importancia en el tratamiento del glioblastoma es el hecho que 

muchos fármacos son ineficaces para su tratamiento debido a que carecen de capacidad de 

cruzar la barrera hemato-encefálica (BHE). Se ha reportado que Angiopep-2 (ANG), un 

ligando para la proteína-1 relacionada a receptor de lipopoproteínas de baja densidad 

(LRP1), ha demostrado ser un ligando blanco prometedor para el transporte cerebral de 

fármacos a través de nanopartículas. En este respecto, Kafa H, et al, realizaron un estudio in 

vitro e in vivo para investigar la capacidad de NTC multicapa funcionalizados y dirigidos 
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contra ANG para cruzar la BHE. Al utilizar NTC delgados y gruesos acoplados a ANG 

encontraron que los NTC delgados tenían una mayor concentración en parénquima cerebral 

que los gruesos, indicando que el diámetro se encuentra directamente relacionado con la 

capacidad de atravesar la BHE. Asimismo encontraron que los NTC acoplados a ANG 

tuvieron mayor penetración al parénquima cerebral que los no acoplados. De esta manera 

lograron demostrar que una de las características que vuelven a los NTC muy atractivos 

como potencial acarreador de fármacos o tratamiento por sí mismos es su tamaño, además 

de la posibilidad de funcionalizarlos con compuestos que los vuelven más selectivos y que 

aumentan su permeabilidad en la BHE.39 Esta capacidad de los NTC para ser utilizados 

como acarreadores de fármacos ha sido ya estudiada y reportada previamente también en 

otras patologías como el Alzheimer. Siendo que un trabajo publicado por Yang Y et al, 

donde en un modelo animal de Alzheimer determinaron que los lisosomas son los blancos 

farmacológicos para los NTCPS a bajas concentraciones, mientras que a altas 

concentraciones también las mitocondrias los internalizan, siendo esta la causa de 

citotoxicidad, por lo que al controlar las concentraciones los autores lograron acarrear 

acetilcolina a los cerebros de las ratas estudiadas con un rango alto de seguridad.41 En un 

estudio más reciente se reprodujeron resultados similares en relación a la citotoxicidad de 

los NTCPM. Donde encontraron que los NTCPM inducen apoptosis en osteoclastos por 

medio de activación de vías de muerte celular mediadas por la mitocondria, caracterizadas 

por condensación nuclear, fragmentación del ADN, activación de caspasa-3 y escisión de 

polimerasa poli ADP-ribosa (PARP).42  

 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

3.1 Pregunta de investigación 

 

¿Tienen los nanotubos de carbono multicapa efectos citotóxicos sobre líneas celulares de 

glioblastoma en un modelo in vitro así como in vivo? 
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4. HIPÓTESIS 

 

4.1 Hipótesis nula 

Los Nanotubos de carbono multicapa (NTCPM) no tienen efectos citotóxicos sobre 

líneas celulares de glioblastoma in vitro como in vivo. 

 

4.2 Hipótesis alterna 

Los Nanotubos de carbono multicapa (NTCPM) tienen efectos citotóxicos sobre líneas 

celulares de glioblastoma in vitro como in vivo. 

 

4.3 Hipótesis de trabajo 

Dadas las características intrínsecas de los nanotubos de carbono multicapa y a su 

capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica y de ser endocitados por células 

tumorales, este tipo de nanopartículas tendrán efectos citotóxicos sobre líneas celulares 

de glioblastoma tanto in vitro como in vivo. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo primario:  

- Determinar el efecto citotóxico de los nanotubos de carbono multicapa sobre la 

línea celular RG2 de Glioblastoma en un modelo in vitro e in vivo. 

 

5.2 Objetivos secundarios: 

- Evaluar la selectividad de los nanotubos de carbono multicapa por células tumorales 

de glioblastoma de la línea RG2. 

- Determinar el mecanismo de muerte celular inducido por los NTC. 

- Valorar los efectos sistémicos secundarios de la aplicación de nanotubos de carbono 

multicapa en un modelo animal. 

- Comparar el tiempo de supervivencia global de las ratas tratadas con NTC. 
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6. JUSTIFICACIÓN 

 

Como se ha mencionado previamente, el GBM es el tumor maligno primario del SNC más 

frecuente y por lo tanto es tema de amplia investigación. Sin embargo, hasta el día de hoy y 

con los avances más modernos que se han podido realizar a nivel mundial, no se ha logrado 

encontrar algún tratamiento o combinación de ellos que sean curativos. El pronóstico de los 

pacientes a quienes se les realiza este diagnóstico no se ha logrado modificar 

significativamente en las últimas décadas y es por esto que gran cantidad de investigación y 

recursos se han derivado para este tema. El esquema actual de cirugía (en todas sus 

modalidades) seguida de quimio y radioterapia ha logrado otorgar a los pacientes 

aproximadamente 2 – 4 meses únicamente se mayor sobrevida, lo cual ha dado pie a que 

los protocolos de investigación viren sus ojos hacia nuevos horizontes y nuevas técnicas y 

tecnologías. El tema de nanomedicina ha ganado mucho valor en los últimos años, no sólo 

en el campo de las neurociencias sino en la medicina en general, ya que ha abierto un nuevo 

panorama y una opción tanto de terapéutica, como de creación de materiales, instrumentos 

y componentes así como medios de transporte de fármacos. Dentro del gran número de 

nanopartículas que existen los NTC representan un subtipo de sumo interés para las 

neurociencias general y para el GBM en particular debido a que poseen características 

físico-químicas y morfológicas que los hacen potencialmente ideales para su uso en el 

SNC. Debido a su tamaño, su composición y su capacidad de funcionalización, entre otras, 

los NTC son capaces de atravesar barreras biológicas (como la BHE), lo cual permite 

teóricamente que puedan alcanzar el parénquima cerebral y finalmente las células 

tumorales. Además ya ha sido demostrado previamente, en estudios con células distintas a 

las del SNC, que los NTC por sí mismos cuentan con propiedades citotóxicas e incluso 

pueden ser utilizados como acarreadores de fármacos. Toda esta información apunta a la 

pertinencia de explorar el hecho de utilizarlos para el estudio del tratamiento del GBM, ya 

que si es posible comprobar que los NTC pueden atravesar la BHE y se logra determinar 

una especificidad por células tumorales se podría encontrar una opción terapéutica eficaz, 

segura y con posibilidad de mejorar el pronóstico de los pacientes, ya sea por sí misma o en 

combinación con las opciones existentes hasta el día de hoy. 
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7. METODOLOGÍA 

 

7.1 Cultivos Celulares  

 

Las líneas celulares tumorales RG2 de GBM fueron adquiridas del ATCC (American 

Tissue Culture Collection, Rockville, MD, EE.UU.). Las células fueron cultivadas en 

medio Eagle de Dulbecco (DMEM, GIBCO BRL, Grand Island, NY, EE.UU.) y 

suplementadas con 10% de suero fetal bovino (GIBCO BRL), 4 mM de glutamina y 

100U/mL de penicilina-estreptomicina. Posteriormente fueron cultivadas en condiciones 

estériles a 37°C en un ambiente húmedo con 5% de CO2. Los astrocitos fueron aislados de 

ratas Fisher de 3 días de edad, como ha sido publicado previamente en la literatura.43 El 

cuidado de los animales y el uso de todos los animales de experimentación fueron llevados 

a cabo bajo los más estrictos cuidados y en acuerdo con las guías éticas institucionales. 

 

7.2 Características de los Nanotubos de carbono de pared múltiple (NTCPM) 

 

Los nanotubos de carbono fueron donados por el Instituto Potosino de Investigación 

Científica y Tecnológica A.C. (IPICYT). En la actualidad estos NTC son utilizados en la 

industria en sensores, para propiedades magnéticas, emisión de campo y biocompatibilidad, 

entre otras. Todos los grupos de NTC utilizados en el presente trabajo fueron de pared 

múltiple o multicapa (NTCPM), teniendo cada grupo características distintas como se 

describe a continuación.  

 

Se utilizaron cuatro grupos de NTC (Figura 1):  

- Grupo 1: Nanotubos de carbono dopados con nitrógeno (NTC-N).  

- Grupo 2: Nanotubos de carbono dopados con nitrógeno y funcionalizados (FN-

NTC-N).  

- Grupo 3: Nanotubos de carbono (NTC).  

- Grupo 4: Nanotubos de carbono funcionalizados (FN-NTC).  
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Figura 1. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de los 4 grupos de nanotubos de carbono 

multicapa utilizados. NTC = nanotubos de carbono, FN = funcionalizados, N = dopados con 

nitrógeno, Mag = magnificación 

Los NTCPM (Grupo 3) se obtienen utilizando tolueno como fuente de átomos de carbono y 

sin colocarles ningún tipo de tratamiento. Los NTC dopados con nitrógeno (Grupo 1 y 2) 

son fabricados utilizando una solución de bencilamina (C6H5CH2NH2) y ferroceno 

(Fe(C5H5)2), a través del método de deposición química de vapor asistida por aerosol 

(AACVD); la bencilamina se utiliza para incorporar átomos de nitrógeno a la red grafítica 

de los NTCPM además de ser una fuente de átomos de carbono y el ferroceno se utiliza 

para generar fierro (Fe) y nanopartículas de carbono y Fe que son catalizadoras para la 

producción de NTC. A través de este proceso se logra que la red grafítica del NTC 

contenga átomos de nitrógeno (N), lo cual le confiere propiedades eléctricas aumentadas. 

La funcionalización de los NTC (Grupos 2 y 4) se realiza con una mezcla de ácido sulfúrico 

y ácido nítrico para modificar su pH con el fin de eliminar la mayor cantidad posible de 

hierro (Fe) y alcanzar un pH cercano a 7.  
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Los NTC fueron posteriormente suspendidos en medio Hanks (Gibco BRL, Grand Island, 

NY, EE.UU.) para obtener la concentración de NTC (1mg/mL). Las concentraciones 

finales fueron realizadas en medio de cultivo (DMEM) sin suero fetal bovino. 

Posteriormente se realizó una breve sonicación de los compuestos antes de dar tratamiento 

a las células.  

 

Asimismo, para determinados experimentos dentro del presente estudio los 4 grupos de 

NTC fueron combinados con Temozolamida (TMZ) (Sigma Aldrich) para formar los 

siguientes grupos: 

- Grupo 5: NTC-N + TMZ 

- Grupo 6: FN-NTC-N + TMZ 

- Grupo 7: NTC + TMZ 

- Grupo 8: FN-NTC + TMZ 

 

7.3 Procedimientos realizados in vitro 

 

7.3.1 Determinación de la dosis letal 50% (DL50) 

 

Para determinar la dosis efectiva de los diferentes NTC sobre astrocitos y células de GBM 

RG2 las células fueron sembradas en placas de 24 pozos (1x105 células) y tratadas a 

diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100µg/mL). Después de 24 

horas las células fueron colectadas y fueron teñidas con Ioduro de Propidio por 15 minutos 

y analizadas por medio de citometría de flujo.  

 
7.3.2 Análisis de funcionalidad celular 

 

Se realizó la determinación de funcionalidad celular mediante el ensayo de MTT en la línea 

de GBM RG2. La prueba de MTT es utilizada actualmente como un índice del estado 

funcional de la cadena respiratoria (medidor de actividad metabólica) o como un índice del 

estado funcional general de la célula. En células viables se lleva a cabo la formación de 

sales de formazan a través de la actividad de deshidrogenasas, por lo tanto se realiza una 
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medición por densidad óptica a una longitud de onda de 570nm para detectar el producto 

azul de formazan. De esta manera los resultados se expresaron como el porcentaje de 

reducción de MTT en relación a los valores control. Para ello las células fueron sembradas 

en placas de 96 pozos (1x104) y posteriormente divididas en 1 grupo control, 8 grupos 

tratados con los 8 tipos de NTC y 1 grupo tratado con TMZ (10µM) únicamente. Una vez 

completada la preparación con método MTT, las células se ajustaron a una concentración 

final de 1x106 células/mL y la placa fue leída por citometría de flujo. Tras realizar los 

preparados para análisis por citometría de flujo, los grupos celulares se analizaron 1 hora 

posterior al tratamiento. Se valoraron 10,000 eventos. La información fue colectada por el 

instrumentro FACSCalibur (BD Bioscencies). Para el análisis de la información se 

utilizaron los softwares Cell QuestPro y Flow Jo ver 7.6.1. 
 

7.3.3 Determinación de mecanismos de muerte celular 

 

7.3.3.A. Detección de apotosis mediante ensayo de Annexina V y doble tinción de 7-

amino-actinomicina D (7AAD) 

 

Tras la determinación de viabilidad celular por medio del ensayo de MTT, los cultivos 

celulares tratados se prepararon para la realización del ensayo de Annexina V y doble 

tinción de 7AAD, los cuales son marcadores celulares de apoptosis, ya que la Annexina V 

es una proteína de membrana y el 7AAD y el ioduro de propidio (PI) son tinciones que no 

atraviesan la membrana celular, por lo que únicamente se adhieren y marcan al DNA de 

células necróticas. Una vez terminada la preparación de los cultivos en este ensayo se 

realizó el análisis por medio de citometría de flujo, en donde se utilizó la gráfica de puntos 

en 4 cuadrantes para distinguir las células normales (Annexina V-/PI-), en apotosis 

temprana (Annexina V+/PI-), apotosis tardía (Annexina V+/PI+) y necróticas (Annexina V-

/PI+).44, 45 
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7.3.3.B Potencial Membrana Mitocondrial  

 

Para determinar el potencial de membrana mitocondrial, así como la modificación en el 

mismo, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos (1x105) y 24 horas después 

tratadas con los 8 grupos de NTC previamente mencionados, además del grupo control y el 

grupo únicamente de TMZ. Posteriormente se utilizó el colorante lipofílico catiónico 

fluorescente iodado 5,5’,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazol-carbocianina (JC-1) 

(Invitrogen, Grand Island, NY, EE.UU) para determinar el potencial de membrana 

mitocondrial. Como se ha descrito, al realizar citometría de flujo, en las mitocondrias con 

bajo potencial de membrana el JC-1 se encuentra en su forma monomérica y muestra una 

fluoresecencia verde, mientras que en la matriz mitocondrial, con alto potencial de 

membrana, el JC-1 forma agregados con fluorescencia roja. Por lo tanto la presencia de 

fluorescencia verde es indicativa de masa mitocondrial, mientras que la presencia de 

fluorescencia roja es indicativa de potencial de membarana mitocdonrial. Los datos se 

expresan como el índice medio de fluorescencia (IMF) en el canal FL- 2 (fluorescencia 

roja).46  

 

7.3.3.C Análisis de Autofagia por LC3 

 

La autofagia es una vía normal de degradación celular que involucra el secuestro de 

porciones citoplasmáticas y organelos intracelulares en una membrana vacuolar llamada 

autofagosoma. Estas vacuolas se fusionan con lisosomas para ser degradadas. La cadena 

ligera 3 de la proteína 1 asociada a microtúbulos (LC3) es esencial para el desarrollo de esta 

vía y se encuentra asociada a la membrana del autofagosoma, principalmente en su forma 

LC3-II (formada a partir de la unión de LC3-I con fosfatidiletanolamina), la cual se ha 

demostrado que tiene una correlación con la cantidad de formación de autofagosomas y es 

por eso que se ha utilizado como marcador de autofagia.47, 48  Para este fin las células 

sembradas fueron preparadas y se agregó el anticuerpo (Ac) primario anti-LC3 y 

posteriormente el Ac secundario acoplado al fluoroforo (para marcar con color fluorescente 

el Ac primario) y finalmente 10,000 eventos fueron evaluados por citometría de flujo. 
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7.3.3.D Análisis de autofagia por detección de vésiculas autofágicas (AVOs) con 

tinción de naranja de acridina  

 

Como se mencionó previamente, el proceso de autofagia se caracteriza por la formación de 

vesículas autofágicas, también llamdos organelos vesiculares ácidos (AVOs). Existe un 

agente lisosomotrópico llamado acridina naranja el cual se mueve libremente a través de las 

membranas biológicas cuando se encuentra sin carga, sin embargo su forma protonada se 

acumula en los compartimentos celulares ácidos, donde forma agregados que emiten una 

fluorescencia roja brillante. Las células teñidas con naranja de acridina presentan 

fluorescencia verde brillante en el citoplasma y una fluorescencia roja oscura en el núcleo, 

mientras que en los compartimentos ácidos presentan una fluorescencia roja brillante. De 

esta manera se puede medir la cantidad de fluoresencia roja intensa la cual permite 

cuantificar el volumen del compartimiento celular ácido, lo que traduce formación de 

AVOs.49, 50  

 

Posterior al tratamiento de las células como se ha descrito previamente, fueron teñidas con 

naranja de acridina (5 μg/ml) y la fluorescencia verde (FL-1) y roja (FL-3) del naranja de 

acridina fue medida mediante citometría de flujo. La suma de los cuadrantes superior 

izquierdo y superior derecho del gráfico de puntos fue utilizado para representar el 

porcentaje de autofagia. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

 
7.3.3.E Determinación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) fueron detectadas por medio de la aplicación de 

fluorescencia 2’-7’ diclorofluoresceína de diacetato (DCFH-DA) de acuerdo a protocolos 

ya pre-establecidos, debido a que permite realizar una medición cuantitativa por medio de 

fluorescencia de la formación de ROS.51, 52 Para este fin las células RG2 de GBM fueron 

pre-incubadas con DCFH-DA durante 10 minutos para permitir su difusión hacia la células. 

Posteriormente se incubaron con los diversos grupos de NTC como comentados 

previamente durante 1 hora (cuando se detectaron niveles intracelulares de ROS) y a 

tiempos variables (30 minutos, 60 minutos, 3 y 6 horas) cuando se realizó detección de 
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ROS en espacio extracelular. La detección intracelular de ROS se llevó a cabo por medio 

de citometría de flujo y los ROS extracelulares se detectaron por medio de espectrometría 

de fluorescencia en el supernadante. Los resultados se expresaron como porcentaje de 

formación de ROS en los grupos tratados Vs grupo control.  

 

7.3.4 Análisis del ciclo celular  

 

Las células fueron sembradas e incubadas y posteriormente tratadas con los diferentes 

grupos de NTC. Después de 24 horas de incubación, se recogieron las células, se fijaron y 

tras la preparación adecuada se pre-incubaron con RNasa y PI durante 30 minutos en 

oscuridad. Seguidamente se realizó el análisis de fase de ciclo celular utilizando el software 

de análisis de ciclo celular Modifit desarrollado con un citómetro de flujo FACSCalibur 

(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Mountain View, CA).  
 

7.4 Procedimientos realizados in vivo 

 

7.4.1 Tratamiento in vivo 

 

Previo a la implantación intracraneal de los NTC, las células RG2 de GBM fueron 

separadas de los medios de cultivo por medio de una tripsinización breve, posteriormente 

fueron centrifugadas y resuspendidas en el medio correspondiente y fueron agitadas 

regularmente para evitar sedimentación celular. Estas suspensiones fueron mantenidas en 

un vial estéril a 4ºC hasta su implantación. 

 

 7.4.2 Modelo ortotópico de glioma 

 

Para el modelo de implantación de células RG2 de GBM en ratas se incluyeron 50 ratas 

macho Fischer 344 (Bioinvert, Ciudad de México), de 3 meses de edad y fueron 

alimentadas ad libitum. El procedimiento de implantación celular se llevó a cabo basados 

en la metodología descrita por Kobayashi et al.53 Para la implantación se anestesió a las 

ratas con Ketamina (40-90mg/Kg) intraperitoneal + Xylazina (5-10mg/Kg) subcutánea, 
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posteriormente se colocaron en el marco estereotáctico (Stoelting Co., WoodDale, IL, 

EE.UU). Posteriormente se realizó asepsia y tras la realización de un trépano 2mm a la 

derecha y 2mm anterior a la bregma, se implantó 1x106 células de GBM RG2 suspendidas 

en 10μL de solución salina a 3mm de profundidad en relación a la duramadre a una 

velocidad de 2μL/min y se esperó por 2 minutos. 

 

Posterior a la implantación de células tumorales las ratas se dividieron en 5 grupos (n = 10 

por cada grupo) de acuerdo al tratamiento a recibir (todos los grupos de NTC fueron 

implantados a una dilución de 25μg en 25μL de solución salina). La implantación de los 

NTC se realizó 2 días posteriores a la implantación de las células tumorales: 

• Grupo A (control): sin tratamiento 

• Grupo B: NTC grupo 1 (NTC-N) 

• Grupo C: NTC grupo 2 (FN-NTC-N) 

• Grupo D: NTC grupo 3 (NTC) 

• Grupo E: NTC grupo 4 (FN-NTC) 

 

Para todos los grupos de ratas se midió el tiempo de supervivencia a partir de la 

implantación de las células tumorales. 

 

7.4.3 Análisis de toxicidad en parámetros hematológicos y bioquímicos 

 

Tras 21 días de haber sido realizado el implante de los NTC, se tomaron 5 ratas de cada 

grupo y tras la administración de anestesia se tomaron muestras sanguíneas por punción 

intracardiaca para el análisis hematológico y bioquímico. A dichas muestras sanguíneas se 

les realizaron biometría hemática, química sanguínea, pruebas de función hepática y renal y 

se compararon con resultados de 5 ratas sanas (sin tratamiento y sin implante de células de 

GBM) que fueron tomadas como control.   
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Análisis Estadístico  

 

Los datos se expresan como media ± DE. Se determinó la significancia estadística mediante 

análisis unidireccional de la varianza (ANOVA) y el test de comparaciones múltiples HSD 

de Tukey utilizando el software SPSS (11,5). Se utilizaron curvas de Kaplan-Meier para el 

análisis de supervivencia global y Log Rank para las diferencias entre las curvas. Se 

consideró como estadísticamente significativa una p<0.05. 
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8. RESULTADOS  

 

Los NTC inhiben la viabilidad de astrocitos y de células de GBM de ratas RG2 

 

Como se puede observar en las Figuras 2 y 3, la viabilidad no se vio afectada en forma 

dosis-dependiente sino que se observó un efecto inhibitorio con todos los grupos de NTC, 

incluso a concentraciones por arriba de los 20μg/mL. Al realizar una comparación con los 

controles (células cultivadas en medio sin nanopartículas), el porcentaje de viabilidad 

determinado ya sea por método de Ioduro de Propidio (PI) o 7AAD se vio disminuido en 

los 4 grupos de NTC utilizados. A pesar de encontrar una disminución en la viabilidad 

celular en todos los grupos, el grupo 4 (FN-NTC) fue el que mostró el mayor porcentaje de 

inhibición tras el mismo tiempo de exposición alcanzando un 50% tras 24 horas de 

incubación tanto en astrocitos como en células RG2 (Figuras 2 y 3). A raíz de estos 

hallazgos se decidió utilizar el tratamiento por 24 horas a una concentración de 50μg/mL 

para todos los experimentos subsecuentes, ya que a dicha concentración se observó el mejor 

balance entre dispersión y arresto de viabilidad celular. 
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Los NTC en combinación con TMZ aumentan el porcentaje de muerte celular 

 

Como se mencionó previamente, se realizó un análisis de viabilidad celular utilizando 

7AAD en células RG2 tratadas con los 8 grupos de NTC. Los resultados obtenidos 

indicaron que al agregar TMZ junto con los NTC indujeron un aumento en el porcentaje de 

muerte celular de hasta el doble en comparación con las células tratadas únicamente con 

NTC (Grupos 1 – 4, p<0.05), y un aumento más discreto (20%, p<0.001) en comparación 

con el grupo tratado únicamente con TMZ (Figura 4). 
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Los NTC funcionalizados cuentan con mayor biodisponibilidad que los no funcionalizados 

 

Los NTC funcionalizados, tanto dopados como no dopados (Grupos 2 y 4), presentaron un 

mayor porcentaje de fagocitosis que su contraparte los no funcionalizados. Esto se pudo 

evidenciar durante la citometría de flujo al observar que los NTC no funcionalizados 

(Grupos 1 y 3) no ocasionaron un aumento en el tamaño celular, mientras que los NTC 

funcionalizados (Grupos 2 y 4) ocasionaron un aumento de tamaño al doble en 

comparación con las células control (Figura 5a). Al agregar TMZ a los cultivos celulares 

tratados con NTC (Grupos 5 a 8) no se observó modificación en la entrada de NTC a las 

células malignas (Figura 5b). Se pudo demostrar que la funcionalización de los NTC 

permitió una mejor distribución evitando de esa manera la formación de agregados y por lo 

tanto resultando en un mayor porcentaje de fagocitosis tanto por las células RG2 de GBM 

como por los astrocitos. 
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Figura 5a. Imágenes de microscopia óptica (columna izquierda) de los cultivos celulares tratados con los 4 

grupos de NTC; se pueden apreciar los NTC mayormente internalizados en las células de los grupos 2 y 4. En 

la segunda y tercera columna se aprecian las gráficas de puntos de la citometría de flujo sin y con tinción, 

respectivamente, con Annexina V y 7AAD. 
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Figura 5b. Imágenes de microscopia óptica (columna izquierda) de los cultivos celulares tratados con TMZ y 

los 4 grupos de NTC + TMZ; se pueden apreciar los NTC mayormente internalizados en las células de los 

grupos 6 y 8. En la segunda y tercera columna se aprecian las gráficas de puntos de la citometría de flujo sin y 

con tinción, respectivamente, con Annexina V y 7AAD. 
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Los NTC inducen apoptosis en las células RG2 de GBM 

 

El efecto inductor de apoptosis de los NTC fue investigado a través de citometría de flujo 

de las células RG2 teñidas con Annexina V y 7AAD. Los resultados obtenidos de este 

experimento (Figura 6) muestran que si bien todos los grupos de NTC ocasionaron cierto 

porcentaje de inducción de apoptosis, el grupo 4 (FN-NTC) fue el que presentó el mayor y 

único con significancia estadística (>30%, p<0.001), sugiriendo que éste es el principal 

mecanismo de muerte celular activado por la presencia de NTC. Asimismo al buscar 

inducción de necrosis encontramos que existe también cierto porcentaje en mucho menor 

proporción en comparación con apoptosis (hasta 6%, p<0.001) (Figura 7). 
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Los NTC inducen fragmentación del ADN aumentando el pico subG0 en las células RG2 

 

A raíz de los resultados del experimento previo, donde se evidenció la inducción de 

apoptosis por la presencia de NTC resultando en un menor número de células viables, se 

prosiguió a investigar más a fondo el mecanismo de inhibición de viabilidad celular. Para 

ello se utilizó citometría de flujo para evaluar el efecto de los NTC sobre el ciclo celular 

(Figura 8). Al analizar la información obtenida se descubrió que hubo un aumento en el 

número de células en el pico subG0 and todas las células RG2 tratadas con 50μg/mL de 

cualquiera de los grupos de NTC. Asimismo se observó una potenciación de este efecto al 

añadir TMZ (Grupos 5 – 8). Cabe destacar que únicamente en el grupo 4 (FN-NTC) se 

observó un arresto en la fase G2-M. Estos resultados indican que el principal mecanismo de 

muerte celular ocasionado por los NTC no es a través del arresto en el ciclo celular sino por 

fragmentación del ADN, a excepción del grupo 4.  
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Análisis de funcionalidad celular 

 

Se utilizó un ensayo de MTT para investigar si los NTC inducían disfunción celular 

(disminución en actividad metabólica). Los resultados obtenidos tras 24 horas de 

tratamiento mostraron una reducción significativa en todos los grupos celulares tratados 

con NTC así como en los grupos de NTC + TMZ. La mayor disminución en reducción de 

MTT fue vista en ambos grupos tratados con FN-NTC (Grupos 4 y 8) como se puede 

observar en la Figura 9.  
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Los NTC no ocasionan estrés oxidativo 

 

Debido a que parte de la composición de los NTC está compuesta por una cierta cantidad 

de Fe, en teoría es posible que esto conlleve a una producción de ROS a través de la 

reacción de Fenton, por lo tanto realizamos un análisis en búsqueda de dichos elementos 

utilizando DCFH-DA en diferentes periodos de tiempo del tratamiento. Los resultados 

obtenidos no mostraron ningún cambio significativo en la producción de ROS tanto intra 

como extracelulares (Figuras 10 y 11). Se observó un decremento de las ROS intracelulares 

en los grupos 4, 8 y en TMZ sola, sin embargo dicho decremento no alcanzó la 

significancia estadística (p = 0.80). 
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Los NTC inducen apoptosis al ocasionar una reducción en el potencial de membrana 

mitocondrial 

 

Debido a que los resultados previos mostraron inducción de apoptosis en las células RG2, 

el siguiente paso fue estudiar la posible reducción en el potencial de membrana 

mitocondrial inducida por NTC (proceso mitocondrial que lleva a la apoptosis y por lo 

tanto es un marcador de la misma), para lo cual se realizó el ensayo con JC-1, el cual nos 

permite teñir de forma adecuada el potencial de membrana mitocondrial y por lo tanto es 

posible calcular el gradiente. Los resultados obtenidos mostraron un decremento 

significativo en el potencial de membrana mitocondrial en todos los grupos tratados con 

NTC (p<0.001) excepto en el grupo 3 (p>0.05). El mayor efecto fue visto en el grupo 8 

(Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38 

Los NTC inducen apoptosis pero no autofagia  

 

Como se ha reportado ya en la literatura, existen factores que inducen autofagia y no 

apoptosis en células cancerígenas, incluyendo a las células malignas de glioma, como es la 

radiación o agentes quimioterapéuticos tales como el Tamoxifeno, el trióxido de arsénico y 

la TMZ.49 Para el estudio de autofagia en el presente trabajo se expuso a las células RG2 a 

TMZ sola (100mM), NTC (50μg/mL) y la combinación de NTC + TMZ durante 24 horas. 

Posteriormente los preparados fueron teñidos con LC3, como se ha descrito previamente en 

el texto y se analizaron los cambios por citometría de flujo. Como se puede observar en la 

Figura 13 no se encontraron cambios significativos en ninguno de los grupos de 

tratamiento. 
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Los NTC no producen inflamación y son endocitados por las células de GBM 

 

Los NTC fueron inyectados tanto en el parénquima cerebral de ratas sanas como dentro del 

tejido tumoral con el objetivo de observar la distribución de las nanopartículas tanto en 

tejido sano como en neoplásico (Figura 14). Tras 30 días de vigilancia las ratas sanas 

fueron sacrificadas y el tejido cerebral fue estudiado. Encontramos que los cuatro tipos de 

NTC se depositaron en el tejido cerebral sano, sin observar presencia o datos de inflamación, 

concentrándose en el sitio de la inyección. Asimismo, es importante destacar que ninguno de 

los animales inyectados intracerebralmente con los diferentes tipos de NTC mostraron signos 

de toxicidad local o sistémica. Esto se pudo corroborar tras la evaluación hematológica y 

bioquímica (incluyendo química sanguínea, electrolitos séricos, pruebas de función hepática 

y renal) donde no se observaron diferencias significativas entre los resultados de ratas 

inyectadas intracerebralmente y ratas sin inyección como grupo control (Apéndice 1). 

 

Por otro lado, al realizar el estudio de tejido tumoral se observó un menor acúmulo de NTC, 

particularmente en el caso de los FN-NTC, en los cuales se observó la mayor dispersión de 

nanopartículas e internalización de éstos por las células tumorales (Figura 14). Estos 

hallazgos nos traducen que los NTC son mayormente fagocitados por células tumorales que 

por células gliales sanas, además de mostrar una mayor capacidad de fagocitosis de los NTC 

funcionalizados que los no funcionalizados, posiblemente debido a que ellos se mantienen 

más dispersos.  
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Los FN-NTC-N aumentan la sobrevida de ratas implantadas intracerebralmente con glioma 

RG2. 

 

Con el objetivo de determinar si los NTC incrementan la sobrevida de ratas implantadas con 

glioma RG2 intracerebral, determinamos la sobrevida de las mismas al ser inyectadas dos 

días posteriores al implante; Para cada uno de los grupos de NTC (Grupos 1 – 4) se 

inyectaron 10 ratas de forma intratumoral como fue descrito previamente en el texto. Al 

comparar los resultados observamos un incremento en la sobrevida de las ratas en todos los 

grupos, sin embargo el único con diferencias estadísticamente significativas (p = 0.015) fue 

el grupo de FN-NTC-N (Grupo 2) (Figura 15). 
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9. DISCUSIÓN 

 

En años recientes los NTC han sido utilizado como agentes transportadores de fármacos 

además de cómo biosensores analíticos y diagnósticos, entre otras funciones. Sin embargo 

pueden ser utilizados también como tratamiento para tumores cerebrales debido a que su 

nanoestructura, morfología y sus propiedades biológicas les confieren la capacidad de 

atravesar la BHE. Esto incluso ha sido ya publicado previamente en modelos animales 

donde se observa que los NTC inyectados sistémicamente son posteriormente 

internalizados en las células del parénquima cerebral vía mecanismos de fagocitosis, 

alcanzando de esta manera una localización intracitoplasmática tras 24 horas.41 

 

En el presente estudio determinamos el potencial de inducción de muerte sobre células de 

glioblastoma de rata de cuatro diferentes tipos de nanotubos de carbono con diferentes 

características (NTC, NTC funcionalizados y NTC dopados con nitrógeno). El método de 

preparación utilizando la técnica AACVD permite obtener NTC más uniformes, más 

limpios y de manera más sencilla, a diferencia de otros métodos de producción, lo que hace 

que sean atractivos como posibles herramientas terapéuticas.  

 

Los NTC utilizados en este protocolo inducen la muerte celular tanto de astrocitos sanos 

como de células RG2 desde concentraciones de 10µg/mL (Figuras 2 y 3), lo cual es 

concordante con lo que ha sido reportado por otros autores en la literatura.41, 42, 54, 55  

 

Tras la realización de diferentes concentraciones de NTC decidimos utilizar la 

concentración de 50µg/mL para los estudios posteriores debido a que a dicha concentración 

se alcanzó el mejor balance entre el efecto citotóxico y la dispersión de los NTC.  

 

Tomando en cuenta que el mejor tratamiento actual para GBM consiste en resección 

máxima segura seguida de radioterapia (RT) y quimioterapia (QT) con TMZ, como se 

detalle al inicio del trabajo, decidimos utilizar los cuatro tipos de NTC que sintetizamos 

previamente en combinación con TMZ con el objetivo de determinar si ello potenciaría la 

inducción de muerte sobre células de glioblastoma RG2. Al analizar la información 
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obtenido observamos un incremento al doble en el porcentaje de muerte celular al combinar 

cualquiera de los cuatro grupos de NTC con TMZ, lo que sugiere que el uso de NTC 

concomitantemente con el tratamiento estándar al día de hoy es posible, e incluso podría 

mejorar la expectativa terapéutica en estos pacientes. Este hecho concuerda con lo descrito 

en la literatura ya que se han publicado trabajos con resultados similares donde utilizaron 

NTCPS en combinación con TMZ in vivo; en dicha publicación el efecto observado lo 

atribuyen a la modulación del sistema inmune por la TMZ y la potenciación de este por el 

recubrimiento de los nanotubos con CpG.38 Cabe destacar que el actual trabajo es el 

primero reportado que explora el efecto de la combinación de NTC multicapa (NTCPM) 

con TMZ in vitro sobre células de glioblastoma.  

 

El mecanismo de toxicidad de los NTC aún no se encuentra definido en su totalidad y 

depende de múltiples factores intrínsecos al material tales como la formulación, capacidad 

de endocitosis y procedimiento de producción.56 Es por ello que nosotros decidimos 

determinar la biodisponibilidad de estos materiales en células de glioma RG2 y lo que 

observamos fue que los NTC funcionalizados fueron más eficientemente endocitados por 

las células RG2 a diferencia de los no funcionalizados, y esto iba en relación a que los 

primeros se mantenían en un porcentaje mayor de dispersión, manteniendo así sus 

características nanométricas. 

 

Del análisis FACS (clasificación celular activada por fluorescencia) en la citometría de 

flujo aprendimos que las células tratadas con NTC de los grupos 3, 4 y 8 mostraron un 

aumento en su tamaño en comparación con el grupo control (Figuras 5a y 5b).  Esto es 

posiblemente debido a que la funcionalización permite que una mayor dispersión de los 

NTC favoreciendo de esta manera su biodisponibilidad (Figura 5a). Posteriormente 

encontramos que el porcentaje de endocitosis no se vio modificado por la adición de TMZ 

(Figura 5b). 

 

Algunas de las características de superficie de los NTCPM funcionalizados, tales como el 

grado de hidrofobia y la modificación de proteínas, son importantes para que se lleven a 

cabo los pasos necesarios que llevan a su internalización a las células.32 Lo que pudimos 
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observar en este estudio va en concordancia ya que se evidenció que los NTC 

funcionalizados y dopados con nitrógeno fueron fagocitados de una manera más eficiente, 

lo cual se traduce en un aumento en los porcentajes de muerte celular.  

 

Otro punto interesante a analizar es que en nuestro estudio pudimos observar un aumento 

en la inducción de muerte celular principalmente en las células tratadas con los Grupos 4 y 

9 de NTC, evidenciado por un aumento en el número de células positivas a Annexina V 

(apoptosis total) (Figura 6), una disminución en el potencial de membrana mitocondrial 

(Figura 12) y una reducción en la funcionalidad celular (Figura 9). Existen varias hipótesis 

en relación a la inducción de muerte celular por los NTC. Algunas de las más aceptadas 

sugieren que los NTC inducen la creación de adductos y/o daño a nivel cromosómico o en 

el ADN.  Lindberg et al sugieren que los NTC son muy eficientes al interactuar con 

biomoléculas ya que estimulan la formación de conjugados no-covalentes (proteína-NTC). 

Dichos conjugados pueden ser transportados hacia el interior de un gran número de células 

de mamíferos a través de endocitosis.34 Una vez liberados por los lisosomas estos 

conjugados son internalizados hacia el citoplasma donde llevan a cabo diferentes funciones 

biológicas que se hacen evidentes cuando ocurre la inducción de apoptosis por la 

regulación de la expresión de la familia proteica BCL-2. Al expresarse esta familia de 

proteínas ocasionan la liberación de citocromo-C de la mitocondria hacia el citosol.42  

 

Los resultados arrojados por el análisis de ciclo celular mostraron un arresto en la fase 

subG0 en todos los grupos (1 – 8), incluso en un porcentaje discretamente mayor en los 

grupos con TMZ (5 – 8). El único que mostró un arresto en la fase G2/M fue el Grupo 4 

(FN-NTC) (Figura 8). Estos resultados apuntan a que los procesos de muerte celular son 

mediados principalmente por un aumento en apoptosis y fragmentación del ADN, aunque 

el grupo 4 mostró arresto en la fase G2/M del ciclo celular. Resultados similares se han 

publicado previamente en líneas celulares de leucemia donde el tratamiento con NTC 

indujo una disminución en proliferación celular asociado a arresto en el ciclo celular en la 

fase G0/G1.57 Asimismo existen diversos reportes sobre NTC causando arresto del ciclo 

celular en diversas fases al estudiar distintos tipos de células.  
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Existen estudios publicados que sugieren que la presencia de NTC induce formación de 

ROS, tanto en NTCPM sin dopar así como NTCPM dopados con nitrógeno (NTC-N)58, sin 

embargo otros trabajos reportan lo contrario, encontrando que los NTC no aumentan la 

producción de ROS sino por el contrario inducen apoptosis.57 De acuerdo a los resultados 

obtenidos en este trabajo, no se pudo evidenciar ningún cambio estadísticamente 

significativo en la producción de ROS (Figuras 10 y 11). Esta información sugiere que la 

inducción de apoptosis no es resultado de un aumento en producción de ROS, sino por 

activación de vías de señalización inductoras de apoptosis como se ha comentado 

anteriormente en el presente trabajo. Otro posible mecanismo de muerte celular que podría 

ser activado por los NTC es el de autofagia, sin embargo, como se ha mencionado, en este 

trabajo los resultados no mostraron cambios estadísticamente significativos en el porcentaje 

de células que expresan cadena ligera de LC3 (Figura 13). 

 

En los modelos in vivo que desarrollamos estudiamos diferentes variables que son 

importantes para la aplicación clínica de esta metodología. Primeramente con el objetivo de 

determinar si los NTC producen un efecto tóxico, local o sistémico, llevamos a cabo la 

inyección de 50µg/10µl de NTC/PBS en cerebros de ratas sanas y tras 21 días de la 

inyección tomamos muestras sanguíneas para estudiar los parámetros hematológicos y 

bioquímicos comentados previamente, sin encontrar diferencias estadísticamente 

significativas con los resultados de las ratas del grupo control (Apéndice 1). De igual 

manera, al realizar cortes histológicos del sitio de inyección de los NTC en el parénquima 

cerebral de las ratas tratadas, no se observaron datos de inflamación en ninguno de los 

grupos de NTC. Tampoco se observó difusión de los NTC hacia el tejido cerebral sano 

adyacente; por el contrario observamos que se formaron acúmulos de los NTC (Figura 14). 

 

En contraste, al realizar los cortes histológicos de los cerebros de ratas implantadas con 

células RG2 de GBM y NTC, pudimos observar que los NTC se encontraban mayormente 

dispersos y con una mayor difusión hacia el interior de las células malignas. Esto 

probablemente sea ocasionado por la mayor capacidad de endocitosis por parte de las 

células malignas. 
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Posteriormente, con el objetivo de conocer si los NTC cuentan con la capacidad de inducir 

la muerte de células tumorales y de incrementar la sobrevida de ratas implantadas con 

glioblastoma intracerebral, realizamos la inyección intratumoral de los cuatro tipos de NTC 

(Grupos 1 – 4) que sintetizamos y cuantificamos la sobrevida de las ratas implantadas. Los 

resultados obtenidos mostraron un incremento estadísticamente significativo en la 

supervivencia acumulada de las ratas tratadas con FN-NTC-N (Grupo 2) (27 Vs 38 días, 

p=0.015) en comparación con el grupo control (Figura 15). No pudimos observar un 

incremento estadísticamente significativo en la sobrevida de las ratas con los 3 grupos 

restantes de NTC. Sorpresivamente, los FN-NTC (Grupo 4) que in vitro mostraron una 

mayor inducción de muerte de células RG2, no reflejaron un impacto significativo en la 

sobrevida en el modelo animal. Es posible que esto sea debido a que estas nanopartículas 

indujeron la muerte tanto de células sanas como tumorales, dada la ausencia de selectividad 

por células malignas, lo que en el balance general no favorece la sobrevida del animal 

tratado. Como hemos visto los reportes en la literatura sobre los NTC son aún 

controversiales y en algunos casos contradictorios. Existen reportes que muestran que los 

NTC son endocitados por células sanas provocando disfunción lisosomal y daños a nivel 

mitocondrial tanto en células sanas como neoplásicas, además de tener una potente 

actividad pro-inflamatoria en macrófagos.59 Es posible que este efecto sea explicado debido 

a que los FN-NTC-N al ser más fácilmente fagocitados por las células neoplásicas 

disminuyan sus posibles efectos sobre tejido sano, resultando en menor inflamación, mayor 

citotoxicidad en células malignas y subsecuentemente traduciéndose en un aumento en la 

sobrevida de las ratas. 
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10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

 

El presente trabajo cuenta con un número pequeño tanto de muestras in vitro como de 

número de animales incluidos para el modelo in vivo, por lo que es estadísticamente 

imposible establecer una conclusión y generar una recomendación definitiva con base en la 

información, y por lo tanto aún no es posible pasar a modelos humanos, sin embargo con 

los resultados obtenidos se puede determinar que los NTCPM cuentan con actividad 

citotóxica, que era uno de los objetivos de la presente investigación. Asimismo, gracias a 

los datos obtenidos es posible justificar la realización de nuevos estudios con un universo 

mayor y que incluya otro tipo de experimentos que nos permitan acercarnos más al 

contexto de un paciente real quién bajo el régimen de tratamiento actual recibirá cirugía + 

radioterapia + quimioterapia.   

 

11. CONCLUSIONES 

 

El uso de la nanotecnología en medicina (nanomedicina) se encuentra en una etapa de 

desarrollo y se ha diseminado y ampliado su campo de manera rápida en los últimos años 

debido a los resultados prometedores que se han publicado en diferentes ámbitos de la 

medicina. Como hemos podido observar las nanopartículas se han ido utilizando para 

diversos fines dentro del campo de la medicina, ya se como acarreadores de otros 

componentes (tales como fármacos) o incluso como lo han mostrado los estudios más 

recientes, como potenciales tratamientos para un número considerable de enfermedades. 

 

En este estudio intentamos adentrarnos hacia el posible uso de los nanotubos de carbono 

multicapa como una nueva potencial herramienta terapéutica para el GBM. Los resultados 

que obtuvimos a raíz de los experimentos y ensayos realizados en es trabajo sugieren que 

los NTCPM por sí mismo, pero aún más adyuvados por la aplicación de TMZ, inducen un 

aumento en los porcentajes de muerte celular al causar un arresto en el ciclo celular, 

activando de esta manera mecanismos de apoptosis en las células donde fueron 

endocitados. 
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Además de lograr evidenciar que los nanotubos cuentan con efectos citotóxicos sobre las 

células de glioblastoma, pudimos observar que en el modelo animal donde fueron 

estudiados, mostraron un perfil de seguridad alto ya que no se pudo observar ningún dato 

de toxicidad tanto local como sistémica e incluso logrando un aumento estadísticamente 

significativo en la sobrevida de ratas tratadas con un grupo específico de NTC.  

 

A pesar de ser un acercamiento aún en etapas iniciales hacia esta alternativa de tratamiento, 

los resultados hasta este momento son prometedores. Es de importancia mencionar que los 

resultados obtenidos en este trabajo son validados y complementados por lo que se 

encuentra ya publicado en la literatura, lo cual nos da pie continuar realizando estudios al 

respecto para lograr comprender de manera más precisa el alcance de esta nueva potencial 

opción terapéutica. Es de suma importancia comprender y tomar en cuenta a fondo los 

posibles riesgos/beneficios de aplicar una nueva terapia, por lo que es importante 

complementar con estudios de seguridad y toxicidad para poder determinar si es posible 

plantear un estudio en seres humanos.  

 

 

12. CONSIDERACIONES ÉTICAS 
 

En cuanto a los temas de ética y bioética que deben ser apreciados y tomados en cuenta en 

este trabajo es importante aclarar que todos los procedimientos y manejos que involucraron 

modelos animales fueron llevados a cabo con total apego a las normas y guías 

institucionales para el manejo de animales de laboratorio.  

 

Por otro lado es importante destacar el hecho que el mal pronóstico de los pacientes con 

diagnóstico de GBM, aunado a la inexistencia de un tratamiento eficaz para el mismo, 

presentan una justificación ética para la realización de este estudio y del uso de los recursos 

necesarios para ello. 
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13. PERSPECTIVAS 

 

La investigación en el tratamiento contra el GBM ha sido amplia y con muchos enfoques, 

sin embargo los resultados no han logrado impactar significativamente en la tasa de 

curación, misma que hasta el día de hoy es nula. Debido a los pobres resultados actuales es 

fundamental seguir investigando diversas alternativas que permitan mejorar el pronóstico 

de estos pacientes. Los NTC parecen ser una buena alternativa ya que presentan actividad 

anti-GBM con efectos tóxicos mínimos. Es necesario ampliar este estudio con un número 

mayor de sujetos de estudio y un seguimiento más prolongado.  

 

Uno de los problemas a los que nos enfrentamos el día de hoy en el campo de la 

nanotecnología y en particular en el campo de la nanomedicina es el hecho que aún se 

desconocen los efectos a largo plazo de las nanopartículas. Aunque comienzan a existir 

estudios que abordan el tema de seguridad en el manejo de las nanopartículas en relación a 

los posibles daños a la salud (que podrían ser comparables con los efectos del asbesto en las 

vías respiratorias)56, 58, aún no se ha podido elucidar de forma certera. Asimismo, en el caso 

particular de este trabajo cabe mencionar que se realizó aún en una etapa básica de estudio 

(in vitro y modelo animal), por lo que es imposible establecer conclusiones sobre los 

efectos a largo plazo, aunque al corto plazo aparentemente son seguros, es pertinente que al 

continuar explorando esta línea de investigación el tema de efectos a largo plazo sea 

considerado para su estudio. 
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15. APÉNDICES 

 

Apéndice 1. (Tabla 1) Resultados de laboratorio de ratas control 
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