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1. Introduccion

El prefijo "nano", deriva del griego "nanos" que significa diminuto, enano o muy
pequefio. Este prefijo se utiliza en el nandmetro (nm), que es una unidad de longitud
del sistema internacional de unidades (Sl) para indicar un factor de 10°m (es decir,
la mil millonésima parte de un metro) (Calle-Kantuta, 2010). El uso del prefijo
"nano" es cada vez mas comun en ciencia y en la sociedad. Esto se debe a que en
la dltima década se han desarrollado un gran numero de tecnologias que se
encuentran actualmente disponibles con componentes en la escala nano. Toda esta
idea “reduccionista” surgié del fisico Richard Feynman (premio Nobel de fisica
1965), quien durante una conferencia explico las grandes ventajas que tienen las
células de producir y crear sustancias a una escala muy pequefia, por lo cual
plante6 la pregunta: ";Qué pasaria si pudiéramos ordenar los atomos uno a uno

como quisiéramos?". (Mejias-Sanchez et al., 2009: Buzea et al., 2007).

Entre los suefios de Feynman se encontraba el poder manipular los atomos de forma
individual y crear sistemas a medida en la escala nanométrica. Las ideas de Feynman
impactaron en el desarrollo del area denominada nanotecnologia, a la cual, se le
puede definir como una disciplina centrada en el estudio, disefo, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales, a través del
control de la materia a nanoescala y la explotacion de fendmenos y propiedades de la

materia a esa misma escala (Calle-Kantuta, 2010).

Aunque fue relativamente hace poco cuando surgi6 la idea de manipular la materia y
fabricar sistemas en la escala nanométrica, se sabe que en la naturaleza ya existian
sistemas con tamafios nanométricos. Los ejemplos mas representativos son las
proteinas, lipidos o acidos nucleicos, entre otros. De igual forma se sabe que pueden
aparecer en procesos geoquimicos, un ejemplo de esto es el alofan , el cual es una
nanoparticula natural presente en suelos de origen volcanico como los andisoles o
suelos negros, que se encuentran distribuidos alrededor de todo el mundo en paises

con actividad volcanica (Silva-Yumi et al., 2021; Nishikiori y et al., 2012).

Independientemente de su origen, ya sea biologico, geoldgico o de origen incidental, a

las particulas con dimensiones en la escala nanométrica se les denomina como



nanoparticulas (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015).

Las nanoparticulas son entonces particulas que tienen al menos una de sus
dimensiones inferior a 100 nanémetros; sin embargo, algunos autores por cuestiones

practicas las consideran hasta los 1000 nm (Buzea et al., 2007)

Dentro de estas nanoparticulas se encuentran los nanomateriales, los cuales, al igual
que las nanoparticulas tienen al menos una de sus dimensiones en la escala
nanométrica, aproximadamente de 0.1 a 100 nanémetros (nm) (Figura 1). La gran
diferencia entre estos dos radica en que a los nanomateriales, sus dimensiones
nanométricas les confieren propiedades superiores a las del bulto (particulas con
dimensiones superiores a la escala nanométrica) (Kreyling et al., 2010: Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015). Estas propiedades superiores
pueden ser quimicas, fisicas, eléctricas 0 mecanicas, las cuales, son aprovechadas
para crear materiales, aparatos y sistemas novedosos y poco costosos con

propiedades unicas.

Las propiedades de los nanomateriales se deben como se menciondé a sus
dimensiones en la nanoescala, también a su gran area de superficie con respecto a
su volumen y efectos cuanticos, por ejemplo el confinamiento cuantico de los
electrones, que aparecen a esa pequefia escala pero que no se observan a gran
escala. (Buzea et al., 2007; SCENIHR, 2006; Drexler y Minsky, 1986; Roduner, 2006).
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Figura 1. Tamafo de las nanoparticulas y nanomateriales.

Actualmente las aplicaciones de los nanomateriales y las nuevas nanotecnologias son
tan diversas y complejas que los expertos prefieren referirse a ellas como
“nanotecnologias”. Por ejemplo, en la exploracion espacial; tecnologias de la
comunicacion e informatica; sector energético; ingenieria automotriz; medioambiente;
industria textil; construccion; arquitectura y biomedicina, son algunas de las areas que
se espera sean beneficiadas de las nanotecnologias (Zayago-Lau y Foladori, 2010;

Calle-Kantuta, 2010; Pérez-Zamorano y Torres-Gonzalez, 2017).

Los beneficios previstos de las nanotecnologias para hoy en dia o en un futuro
continuan siendo muy prometedores. Tan solo la Fundacion Nacional de Ciencia de
Estados Unidos (NSF) estimé que el mercado de las nanotecnologias ascendio a
700.000 millones de dolares en 2008 y mas de un billon de ddélares en 2015.
(SCENIHR, 2006; Castillo-Lépez, 2016).

Aunado a esto, un inventario informatico llamado el Nanotechnology Consumer
Product Inventory (NCPI), fue creado en el 2005 con el propdsito de registrar
productos de consumo con nanomateriales. Para 2015 se registré un total de 1,814
productos, de los cuales, el 47% (846 productos) anuncian la composicién de al
menos un componente de nanomaterial. Por desgracia, el otro 49% de los productos

incluidos en el NCPI (891 productos) no presentan la composicidn, ni una descripcién



detallada del nanomaterial utilizado. Existen 39 tipos diferentes de componentes de
nanomateriales enumerados en el NCPI, sin embargo, para mejorar su comprension
se han agrupado en cinco categorias: metales, carbonosos, silicio, no anunciado y
otros (Figura 2) (Vance et al., 2015).

De los 846 productos que indican contener nanomateriales, los fabricantes
mencionan que tienen al menos un nanomaterial, en estos productos los
nanomateriales basados en metales son los mas empleados y representan casi el
78% de los productos (660 productos). Los metales que se pueden encontrar en estos
productos pueden ser nanoparticulas de plata u oro, didxido de titanio, 6xido de zinc.
De igual forma, los productos con nanomateriales carbonosos representan
aproximadamente un 10% (89 productos). Siendo las nanoparticulas de carbono,
nanotubos de carbono, fullerenos y grafenos los nanomateriales carbonosos mas

frecuentemente usados (vea figura 2).
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Figura 2 . Numero de productos a base de nanomateriales enumerados en el CPI (grafica modificada de Vance
etal., 2015)



Actualmente, existe un crecimiento de los productos a base de nanomateriales
carbonosos en el inventario CPI, lo cual, indica una transiciéon exitosa de la
nanotecnologia desde la mesa de laboratorio hasta el mercado comercial (Vance et
al., 2015).

Los beneficios de esta transicién exitosa han impactado de manera profunda en la
sociedad, ciencia y economia (SCENIHR, 2006; Castillo-L6épez, 2016; Vance et al.,
2015). Sin embargo, aun hay escepticismo y se considera particularmente que los
productos obtenidos a partir de nanomateriales carbonosos podrian ser la proxima
burbuja que llegue a tener mucha inversion, para luego explotar por el exceso de

expectativas (Lizcano-Alvarez, 2002).

Adentrandonos en los nanomateriales carbonosos, los nanotubos de carbono
(CNTs, por sus siglas en inglés) han tomado gran relevancia en los ultimos afios por

sus propiedades unicas (Dresselhaus et al.,1996).

Conociendo un poco mas a los CNTs podemos describirlos como una estructura
cilindrica hueca formada por una red bidimensional de atomos de carbono unidos
covalentemente mediante un enlace de hibridacion sp2 y ordenados en un patron
hexagonal (Grobert, 2007) ( Figura 3).

Dependiendo del numero de capas que pueda tener el nanotubo, se pueden
clasificar en dos categorias: de una sola capa SWCNT (Single Walled Carbon
Nanotubes, por sus siglas en inglés) y de multiples capas MWCNT (Multi Walled
Carbon Nanotubes) (Aquel et al., 2012) (Figura 3)

El diametro de los nanotubos de carbono varia dependiendo del numero de capas,
en el caso de los SWCNTs pueden tener un diametro de 0.4 a 2 nm y sus extremos
pueden estar cerrados por media esfera de fullereno o pueden estar abiertos. En
tanto los MWCNT, su diametro puede ser de 2 a 25 nm y la separacion entre cada
nanotubo puede ser de 0.36 nm aproximadamente (Ajayan y Ebbesen, 1997;
Bethune et al., 1993). Las longitudes de los nanotubos SWCNTs y MWCNTs

generalmente rondan los micrémetros o milimetros (Figura 3).
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Figura 3. Nanotubos de carbono de (A) pared simple y (B) pared multiple. Imagen modificada de (Castillo-Le6n

etal, 2011).

Los CNTs tienen una gran area de superficie y novedosas propiedades mecanicas
(alta dureza, tenacidad/resistencia, flexibilidad/elasticidad y ligereza), eléctricas (alta
conductividad) y térmicas (estabilidad a altas temperaturas y alta conductividad
térmica en direccion de su eje) (Maubert et al., 2009; Buzea et al., 2007; SCENIHR,
2006; Drexler y Minsky, 1986; Roduner, 2006).

Particularmente, el tamafio nanométrico de los CNTs y sus propiedades los hacen los
candidatos perfectos para aplicaciones biomédicas. Esto se debe a que debido a su
tamano pueden interactuar con las biomoléculas como ADN, proteinas o receptores
de membrana, entre otros (Figura 4) (Assali, 2012). Sin embargo, uno de los mayores
problemas es que son muy hidrofdbicos, lo que es una dificultad para estas

aplicaciones biomédicas (Rosario-Castro et al., 2005).

Este problema se ha explorado mediante la funcionalizacién con atomos o moléculas



en las paredes (exteriores o interiores) de los CNTs, asi como en sus extremos
(puntas) (Andrade-Cuel et al., 2012). Se ha visto que ademas de favorecer su
dispersidon en soluciones acuosas, la funcionalizacion, permite el anclaje de
estructuras quimicas como polimeros, farmacos, antigenos, genes u otros
nanomateriales con la finalidad de obtener materiales hibridos con propiedades
emergentes capaces de ser utilizadas en diversas aplicaciones de importancia médica
(Bianco et al., 2005; Andrade-Cuel et al., 2012).

Estas propiedades nuevas de los hibridos de CNTs tienden a mejorar su solubilidad
y biocompatibilidad en organismos, asi como aumentar la tendencia a la
encapsulacién para la administracion multimodal de farmacos y/o medios de
contraste para diagnédstico y terapia (Figura 4) (Liu et al.,, 2009), dando como
consecuencia una mayor interaccion con moléculas bioldgicas, y por lo tanto, ser
aspirantes para aplicaciones biomédicas (Enyashin e lvanovskii, 2007; Bianco et al.,
2005).
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Figura 4. Funcionalizacién de CNTs con diferentes moléculas para aplicaciones biomédicas.

Actualmente existen estudios sobre las aplicaciones biomédicas de los CNTs, entre
los que destacan: imagen molecular en diagndstico, liberacion de farmacos,
biosensores o0 como agentes con propiedades antibacterianas, entre otras
(Zayago-Lau y Foladori, 2010; Calle-Kantuta, 2010; Pérez-Zamorano vy
Torres-Gonzalez, 2017). Aunque todas estas aplicaciones parecen ser de gran
utilidad en la medicina actual, existe una controversia sobre la toxicidad de los

nanotubos de carbono (Gonzalez et al., 2008; Rodriguez et al., 2017).

Diversos estudios in vivo han observado la acumulacion y retencién de CNTs en
organos vitales como higado, pancreas, pulmones y rifiones, entre otros (Kobayashi
et al.,, 2017; De Matteis, 2017). Por lo tanto, existe una creciente necesidad de
comprender su absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion, y sus propiedades
farmacoldgicas y toxicologicas de los CNTs en modelos in vivo (Yang et al., 2007,
Linetal., 2013).

11



Los estudios de biodistribucion son obligatorios por autoridades regulatorias para
confirmar la seguridad de farmacos o tratamientos. Estudios de la biodistribucién de
CNTs ayudara a entender su destino después de su administracién. Esto con el fin
de tener un mejor entendimiento de su bioseguridad y toxicidad en los humanos (Liu
et al., 2010).

Por lo anterior, en este trabajo se realizd una revision de la literatura actual de la
biodistribucién de los CNTs. Primero se enlistan los articulos revisados con sus
respectivos resumenes. Después se revisaron las diversas aplicaciones de los CNTs
en la biomedicina, su biodistribucion y su citotoxicidad. Luego se detallanlos retos y
oportunidades detectadas con base en los trabajos revisados, de igual forma se da

una breve conclusion.

Finalmente, para una mejor comprension realizé un apéndice donde se adjunta una
introduccién de los alétropos de carbono y se describieron los cuatro diferentes

alétropos del carbono, sus sintesis y sus aplicaciones en la biomedicina.

2. Objetivos
General
e Realizar una revision y analisis de literatura publicada acerca de la

biodistribucidon de los nanotubos de carbono.

Particulares
e Realizar una busqueda vy lectura de articulos de investigacién que en su titulo
contengan las palabras nanotubos de carbono y biodistribucién.
e Realizar una busqueda vy lectura de articulos de investigacién que en su titulo
contengan las palabras nanotubos de carbono y toxicidad.
e Realizar una lectura rapida de los resumenes de los articulos encontrados
para seleccionar los articulos que cumplan con los siguientes criterios:
o Que indiquen el tipo de nanotubo de carbono empleado.
o Que indique que se trabajé en un modelo in vivo para el tema de

biodistribucidn o in vitro para el caso de toxicidad.

12



o Que indiquen los 6rganos donde se observé una acumulacion.
o Que indiqguen las concentraciones de nanotubos de carbono

empleadas en sus estudios.

e Realizar una lectura y analisis de los articulos de investigacion que se
seleccionaron para el tema de biodistribucién.
e Realizar el analisis de los retos y oportunidades de la biodistribucion de los

nanotubos de carbono.

3. Hipobtesis
La revision y andlisis de literatura publicada de la biodistribucién de nanotubos de
carbono ayudara a dilucidar los retos y oportunidades que tienen los productos y

aplicaciones médicas basadas en CNTs.

4. Metodologia

Busqueda de articulos: Se realizé una busqueda exhaustiva, similar a la propuesta
por McKee et al., 2019, en bases de datos con las siguientes palabras claves:
nanotubos de carbono, nanotubos de carbono + biodistribucidén, nanotubos de

carbono + toxicidad.

Se utilizaron las siguientes bases de datos: PubMed, Google Scholar, Biblioteca
Digital de la UNAM.

Para la busqueda de articulos con relacion a la biodistribucion, citotoxicidad y
aplicaciones biomédicas de los nanotubos de carbono se limité de 2000-2021 (Tabla

1) y unicamente se leyeron las primeras 20 paginas de cada base de datos.

Seleccion de articulos: Se seleccionaron los articulos que tanto en su titulo como
en el resumen trataran sobre biodistribucion o citotoxicidad de los nanotubos de
carbono. Dentro de los articulos se buscaron; 1) articulos de revisién para extender

la busqueda sobre las referencias originales; 2) articulos que obtuvieron resultados

13



concretos como los principales o6rganos de biodistribucion de los CNTs, sus

mecanismos de eliminaciéon y su tiempo de circulacion sanguinea.

Los criterios de exclusion fueron; 1) Articulos que informaban sobre la sintesis o
funcionalizacion de los nanotubos de carbono pero no de su toxicidad o
biodistribucion; 2) articulos que hablan sobre utilizar a los nanotubos de carbono
como dispositivos biomédicos sin mencionar su biodistribucién o toxicidad. Todos los
conflictos que surgieron durante el proceso de seleccion fueron expuestos a una
revision de sus resultados y discusién para analizar si era necesario aceptarlos. Por
ultimo, cabe aclarar que no se leyeron todos los articulos que aparecieron en los
resultados de las bases de datos (61, 693 articulos), unicamente se leyeron los

encontrados en las primeras 20 paginas de cada base de datos (Figura 5).

Tabla 1. Listado de las bases de datos que se utilizaron para la revision bibliografica con su respectivo nimero
de articulos encontrados.

Base de datos Palabras clave No. de articulos
PubMed CNTs + biodistribucién 134
CNTs + citotoxicidad 2,952
Google Scholar CNTs + biodistribucion 17, 400
CNTs + citotoxicidad 38, 500
Biblioteca Digital de | CNTs + biodistribucién 163
la UNAM CNTs + citotoxicidad 2,544

14



Busqueda de articulos Bases de datos: PubMed,

sobre biodistribucion y Google Scholar,
citotoxicidad y de CNTs Biblioteca Digital de la
desde 2000-2021 UNAM.

Vs

Articulos de biodistribucién: 17, 697
Articulos de citotoxicidad: 43, 996

Criterios de exclusion/
inclusion aplicados.
Primeras 20 paginas

v

Articulos de biodistribucién: 18
Articulos de citotoxicidad: 23

Figura 5. Estrategia de busqueda y resultados, a través de un diagrama de flujo.
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5. Resultados y discusion

Se revisaron

un total de 41 articulos sobre los CNTs, de los cuales,

18

correspondieron especificamente a la biodistribucion de CNTs y 23 referentes a la
toxicidad de CNTs.

En este apartado se presenta un listado de los articulos revisados con su respectivo

resumen (Tabla 2), y posteriormente se analizan dichos articulos.

Tabla 2. Lista de los articulos relevantes, corresponden a los articulos sobre biodistribucion y toxicidad de CNTs

Dosis/ metodologia

Funcionalizacion/

Resultados destacables

Autores/ . .
Tema dimensiones
Yang et al BC-SWCNT (200 ug / SWCNTs esqueléticos Viajaron por torrente sanguineo y se acumularon
2007 " 200 pL) unica inyeccion | enriquecidos con 13C para principalmente en los pulmones, el higado y bazo por 28

Biodistribucio
n de SWCNTs

PRISTINOS

en la vena de la cola.

600 ug de ®C-SWNT y
se sacrificaron 1 dia
después de la
exposicion para muestra
TEM

2 mgde SWNTy se
sacrificaron 1 dia
después de la
exposicion

usar la abundancia isotépica
(relacion 3C / '2C)
determinada por

espectroscopia de masas de
relacion isotdpica.

Nanotubos de 10-30 nm de
diametro y 2-3 ym de largo

Sintesis: ablacién con laser

dias.
SWNT son estables frente a la biotransformacion

CNT atrapados en célula de Kupffer

16




Singh et al.,
2006

Biodistribucio
n de
SWCNTS

FUNCIONALI
ZADOS

60 ug por cada animal
(biodistribucion)

400 pg (observar
excrecion renal)

Inyeccion intravenosa,
vena de la cola

circulacion sanguinea y
la vida media de
aclaramiento, asi como
la biodistribucion tisular
de dos tipos de CNT de
pared simple
funcionalizados
radiomarcados (f-SWNT)
después de i.v.
administracion.

SWCNTS y MWCNT

funcionalizados con amonio a

través del método de
cicloadicion 1,3-dipolar se
funcionalizé covalente con
dianhidrido de
dietilentriaminopentaacético
(DTPA) quelante para el
radioisétopo (™'In).

SWCNT diametro 1 nm,
longitud 300-1000 nm

MWCNT diametro 20-30 nm,
longitud 0,5-2 pm.

Presencia de SWCNT en todos los 6rganos examinados 30
min después de la administracion

Alta radiactividad en el musculo, piel, riién y sangre
30 min: la afinidad tisular indica que el 20% de la dosis
inyectada de [""'In] DTPA-SWCNT se puede encontrar por
gramo de tejido en los rifiones de ratones (eliminacion a

través de la via de excrecion renal, CNTs intactos).

Vida media en la circulacion sanguineade 3a 3.5 h

Liu et al.,
2010

Biodistribucié
n de CNTs

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revision

Los CNTs, tienen una tendencia general a ser capturados en
gran medida por el sistema reticuloendotelial (RES).

Esta captura puede reducirse mediante la funcionalizacion
quimica de la superficie de CNT para resistir la absorcién de
las proteinas en la sangre

17




Cherukuri et
al. 2006

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION NO
COVALENTE

La dosis de SWCNT fue
de 75 ug,
correspondiente a 20 ug
por kg de masa corporal

Utilizaron la
fluorescencia intrinseca
de infrarrojos cercanos,

que es una propiedad

solo de los SWNT
individualizados, para
medir su cinética de

eliminacion de sangre en
conejos e identificar los

organos en los que se

concentran

Se dispersaron
ultrasénicamente CNTs en
bruto en una solucion del
tensioactivo artificial 1% de
Pluronic F108 y luego se
ultracentrifugd, obteniedo una
a una concentracion de 10 ug
[ mi

SWCNT de 1 nm de
didametro y 300 nm de
largo

Sintesis por el método de
monoxido de carbono a alta
presion.

Se inyectaron cuatro conejos
normales de Nueva Zelanda
con un bolo de 7,5 ml de esta
suspensiéon SWNT a través
de catéteres implantados en
la vena yugular

Entre 0,5y 24 h después de la inyeccion, se recolectaron
muestras de sangre de 1 ml de cada animal

Observaron una agregaron proteinas séricas en una
suspension de Pluronic de SWNT, produciendo cambios
espectrales casi completos dentro de un tiempo experimental
de 0.7 s.

Motivo: Desplazamiento del recubrimiento Pluronic de los
CNTs por las proteinas sanguineas. Proteinas en el suero
sanguineo por un factor de 10<4
Vida mediade 1 h
Alas 24 h después de la administracion i.v. inyeccion, la
unica concentracion significativa de SWNT se encuentra en

el higado

No se observaron anomalias importantes en los 6rganos
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Liu et al.,.
2006

Biodistribucié
n de SWCNT

FUNCIONALI

ZACION NO

COVALENTE
CANCER

Dosis: 1 mg de SWNT
(30 nM) en 150-200 ml
de PBS con 200-300
mCi de 64Cu se
inyectaron en cada ratén
en la vena de la cola

SWNT-PEG5400-RGD
(0,5 mg/kg) obtuvieron
imagenes PET pero
luego muri6 el raton

Control SWNT-PEG 2
mg/kg (ratén sin obvia
toxicidad por varios
meses)

1: Funcionalizados no
covalentemente con
fosfolipido-PEG (PL-PEG),
PEG una de dos longitudes
diferentes (peso molecular de
las cadenas de PEG %2 2000
y 5.400, respectivamente)

1.1: Funcionalizacién de PEG
con agente quelante
macrociclico DOTA (acido
1,4,7,10-tetraazaciclododecan
01,4,7,10-tetraacético) unido
a los extremos de las
cadenas de PEG vy se utilizé
para conjugar el radionuclido
64Cu emisor de positrones
(semivida de desintegracion
de radio t1/2 % 12,7 h).

1.2: Funcionalizaciéon de PEG
con un péptido
arginina-glicina-acido
aspartico (RGD)

Los diametros y longitudes de
los SWCNT funcionalizados
con PL-PEG fueronde 1a 5

nmy de 100 a 300 nm,
respectivamente
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Exploraciones microPET en multiples puntos de tiempo
(hasta 24 h), mostraron que ambos de SWCNT exhibieron
una mayor captacién en el higado, con una captaciéon menor
para SWNT-PEG5400 que SWNT-PEG2000.

SWNT-PEG5400 exhibio un tiempo de circulaciéon sanguinea
mucho mas largo (t;,,=2 h) que SWNT-PEG2000 (t;,,=0.5
h)

La biodistribucion en varios érganos después de matar a los
ratones a las 24 h, revel6 una captacion prominente de
SWCNT en el higado y el bazo (30 %IDg-1.y 10%IDg-1.
respectivamente) y en menor medida en el tumor, musculo,
hueso, piel y otros 6rganos.

Pocas radioetiquetas libres no conjugadas de 64Cu-SWCNT
(no observaron una rapida expresion)

SWNT-PEG5400-RGD exhibié una alta captaciéon tumoral de
10 a 15% de la dosis inyectada ID g-1. La alta acumulacion
de tumores fue el resultado del largo tiempo de circulacion

sanguinea, la alta afinidad especifica de unién a tumores de

SWNT-PEG5400 funcionalizado con RGD y el efecto de
multivalencia (multiples RGD a lo largo de un SWNT que se
unen a multiples integrinas avb3 simultaneamente)

PEGilacion por PL-PEG5400 impartia a los SWCNT una alta
hidrofilicidad y resistencia a la unién no especifica de
proteinas (osponizacion)




Liu et al.,
2008

Biodistribucié
n de SWCNT

FUNCIONALI

ZACION NO

COVALENTE
CANCER

inyectado en ratones a
través de la vena de la
cola una vez cada 6
dias. Las dosis
inyectadas se
normalizaron a 5 mg / kg

de PTX.

Se utilizaron otros
tratamientos:

Taxol, PEG-PTX y
DSPE-PEG-PTX y
SWCNT-PTX (unido el
PTX aun PEG
funcionalizados no
covalente a SWCNT).
En todos los
tratamientos se uso la
misma dosis a 5 mg / kg
de PTX.

Se informa que la dosis
maxima tolerable de
Taxol para ratones BALB
/ c esta en el rango de
20 a50 mg/ kg

1: SWNT con recubrimiento
de polietilenglicol (PEG)
ramificado con fosfolipidos no
covalentes. La
funcionalizacién se dio con
0,2 mg/ ml de SWCNT
pristinos sometidos a
ultrasonidos en una solucion
de 0,2 mmol /L de
DSPE-PEG5000-4-arm-
(PEG-amine)

2: Después Se hicieron
reaccionar SWCNT (0.05 mg /
mL) con funcionalizacién de
PEG-NH2 ramificado con 0.3
mmol / L de PTX modificado.
PTX se conjugod en la posicion
2’-OH al grupo amina
terminal del PEG ramificado
en el SWNT mediante un
enlace éster

Longitud de los SWNT fue de
20 a 300 nm con una media
de aproximadamente 100 nm
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La carga de PTX en SWCNT se caracterizd en aprox. 150
moléculas de farmaco por cada SWCNT

Tamafio del SWCNT-PTX era de aprox. 132.2 nm, sugiere
que no hay agregacion significativa de nanotubos.

El conjugado SWNT-PTX se encontr6 estable en buffers
fisioldgicos con poca liberacion de farmaco en 48 h.

Biodistribucion de SWCNT-PTX a las 2 horas: principalmente
en RES (higado / bazo), intestino, tumor y sangre.

Vida media: SWNT-PEG de 3.3 h; SWCNT-PTX de 1.3 h

El SWCNT-PTX exhibia una toxicidad en las pruebas de
toxicidad celular in vitro realizadas con una linea celular de
cancer de mama murino 4T1

Los tumores mostraron volumenes tumorales fraccionarios
promedio (V/VO0) a los 22 dias: Control SWCNT=10.1 £ 1.7;
Taxol=7.3 £ 1.5; PEG-PTX =8.0 +1.6; DSPE-PEG-PTX =8.6
+ 0.9y SWCNT-PTX =4.1 + 1.1. El SWCNT-PTX representa

una Inhibicion del crecimiento tumoral del 59,4%, que es
significativamente mas eficaz que Taxol, PEG-PTX y
DSPE-PEG-PTX

alto nivel de apoptosis (70%) en el tumor tratado con
SWCNT-PTX, esta eficacia del tratamiento de SWNT-PTX se
debe a la PTX transportada a los tumores por nanotubos

No se observaron efectos secundarios toxicos para los
6rganos normales y el bienestar general de los ratones BALB
/c




Owens et al.,
2006

Biodistribucio
n

Opsonizacion

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revisiéon
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La opsonizacion es el proceso por el cual un organismo o
particula extrafa se cubre con proteinas de opsonina, lo que
la hace mas visible para las células fagociticas. Estos
macréfagos, que son tipicamente células de Kupffer
(macroéfagos del higado), no pueden identificar directamente
las nanoparticulas en si mismas, sino que reconocen
proteinas opsoninas especificas unidas a la superficie de las
particulas. Las opsoninas mas comunes son: proteinas del
complemento como C3, C4 y C5 y las inmunoglobulinas.

Se cree que las opsoninas entran en contacto con
nanoparticulas debido al movimiento browniano aleatorio. Sin
embargo, una vez que esta lo suficientemente cerca de la
superficie de una particula, mediante interacciones como
fuerzas devan der Walls, electrostatica, ionica, hidrofoba /
hidréfila, unen a las opsoninas con la superficie de la
nanoparticula. Las nanoparticulas con mayor hidroboficidad y|
con carga son mas susceptibles a la opsonizacién. Una vez
unida, la opsonina cambia su conformacion estructural y
promueve un reconocimiento por parte de los receptores
superficiales de los macréfagos

Si los macrofagos no pueden degradar a las nanoparticulas,
se veran obligados a secuestrarlas en los érganos del
sistema fagocitico mononuclear o RES




Yang et al.,
2009

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Los ratones se
inyectaron por via
intravenosa con 0.3 ml
de la solucion de
SWCNT-PEG (600 ug de
carbono equivalente) por|
raton.

Los ratones se
sacrificaron 1 dia, 1
semana, 4 semanas y 8
semanas después de la
exposicion. Los higados
y bazos de los grupos
expuestos y de control
se recogieron.

Se usaron SWCNT
enriquecidos con 13C
PEGilados (330 mg). El poli
(etilenglicol) terminado en bis
(3-aminopropilo) de peso
molecular ~ 1500
(PEG1500N).

Método de produccion de
descarga de arco.

Longitud tipica de nanotubos
del orden de 300 nm a 1 ym
mas o menos

Observaron pocos SWCNT funcionalizadas o incluso "libres"
en la muestra de higado recolectada 4 semanas después de
la exposicion.

Debido a que la cadena de PEG es generalmente estable
frente a la biotransformacion, la desfuncionalizacién debe
estar en los enlaces amida

entre los grupos funcionales de PEG y los CNTs.

Mecanicamente, es posible que PEG-SWCNT ingrese a las
células fagociticas hepaticas a través de endocitosis, dentro
de los lisosomas de las células, podria haber reacciones de
escision iniciada por radicales o de hidrdlisis acida en un
ambiente celular de este tipo que sea responsable de la
biodefuncionalizaciéon observada en el higado.

La biodefuncionalizacion estuvo ausente para los SWNT
PEGilados en el bazo
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Yang et al.,
2008

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Cada ratén se expuso
por via intravenosa a
PEG-SWCNT a una
dosis Unica de 2,4 mg de
SWNT equivalente / kg
de peso corporal (60 mg
de SWNT equivalente en
200 ml). Los ratones se
sacrificaron 1 h, 1 dia, 3
dias y 7 dias después de
la exposicion y sus
tejidos fueron
recolectados.

Los nanotubos
funcionalizados eran
25% SWNT y 75% PEG

en peso, lo que
corresponde a una
molécula de PEG1500N
para aproximadamente
42 nanotubos.

SWCNTs esqueléticos
enriquecidos con *C

(producidos por ablacién con
laser, contenido de *C fue de
26.12%) se funcionalizaron

covalentemente con
oligbmeros de PEG

terminados en diamina (peso

molecular medio 1500,
PEG1500N).

Longitud tipica de los
nanotubos era del orden de
300 nm a un micrometro

La TEM mostré haces
delgados de 10 a 20 nm de
diametro y 1-1.5 mm de
longitud

Aproximadamente el 30% de la dosis inyectada (% ID)
permanecié en la circulacion sanguinea el dia 1 después de
la exposicion (t;,,=15.3 horas).

PEG-SWNT se distribuyeron en la mayoria de los érganos en

una hora. Los érganos con mayor captacion y retencion

((hasta 7 dias) fueron el higado y el bazo, 19,1% ID /gy
25,9% ID / g respectivamente

No se pudo detectar una captacion significativa de
PEG-SWNT en el cerebro, el intestino y el musculo (el valor
p que define la significacion estadistica> 0,05)

Ningun animal mostré ningun signo de respuesta toxicoldgica
aguda, incluso a una alta dosis de exposiciéon de 24 mg de
equivalente de SWNT / kg de peso corporal.

Se observé una excrecion lenta de SWNT a través de la
orina
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Bhirdeet al.,
2010

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Se inyectaron a los
ratones (via
intravenosa), 200 pl de
0.5mg/
ml(SWCNT-cisplatino-E
GF), con
aproximadamente 1.33
MM de cisplatino por mi
de solucién. Se
estimaron
aproximadamente 10
moléculas de cisplatino y
36 + 10 moléculas de
EGF por 100 nm de
longitud de CNT. Los
SWCNT de control se
prepararon utilizando el
mismo procedimiento
pero sin EGF.

La cantidad de cisplatino
se midié mediante la
diferencia en la
absorbancia ultravioleta
de las soluciones de
adsorbato antes y
después de la unioén a
los SWCNT.

Se sacrificaron 24 h
después para la
extraccion de érganos
vitales (pulmon, higado,
rifién y bazo).

SWCNTs funcionalizados

covalentemente con PEG

5000 como vehiculos de
administracién del farmaco
anticanceroso cisplatino.

La dispersion ultrasénica de
los SWCNT permitié su
conversion de mondxido de
carbono a alta presién, en
una solucion de HNO3 —H2
S04 (en una proporcién de 3:
1, respectivamente) durante 4
ha 70 ° C. Luego 5 mg de
SWCNT oxidado se
sonicaron con 1 ml de 2 mg
ml-1 amino-PEG (peso
molecular 5000 Da. .
Posteriormente, EGF
humano, junto con cisplatino
se agregaron.

Diametros: de 0.8 a 1.4 nm

Longitud: de 40 a 400 nm

Los datos sugieren que los PEG-SWCNT no se acumulan en
organos vitales cuando se inyectan por via intravenosa en
ratones

Los espectros Raman de las muestras de SWCNT
PEGiladas muestran conjugacion exitosa de EGF / farmaco
en la superficie de SWCNT

. El andlisis histoldgico a corto plazo de muestras de tejido de
animales tratados con PEG-SWCNT no mostré ninguna
respuesta inflamatoria adversa in vivo.

Las células HN12 de cancer de cabeza y cuello no mostraron
apoptosis cuando fueron tratadas con 0,5 mg ml-1 de
PEG-SWCNT in vitro.

Los ratones con el xenoinjerto de tumor HN12 inyectados
con el SWCNT-cisplatino-EGF mostraron una inhibicién del
crecimiento tumoral, exhibiendo un crecimiento del volumen
tumoral del 6,25% entre los dias 0 y 8. En contraste con el
control, donde mostré un crecimiento del volumen tumoral

del 55% entre los dias 0 y 8. En conclusion, el
SWCNT-cisplatino-EGF puede retardar eficazmente la
progresion
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Wang et al.
2004

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

A ratones macho (25 g)
se les inyectd por via
intraperitoneal (i.p) 100
upl de la solucion de
125|-SWNTols (3.52X 10°
cpm/ml, 15 ug/ ml).

Se sacrificaron a
diferentes intervalos
después de la
dosificacion. Sus tejidos
se disecaron
inmediatamente y se
extrajo sangre

La administracién fue
inyeccion i.p., inyeccion
subcutanea, intubacion

del estbmago e
inyeccion intravenosa

Los SWNTs purificados y
KOH (1:20) se transfirieron a
un vial de plastico sellado que
contenia pequefias bolas de

acero inoxidable. El vial se
agitdé vigorosamente durante
1 ha temperatura ambiente.
Los SWNTols se marcaron
con yodo-125 mediante el
método de cloramina T

Se obtuvieron SWCNTs
multiples hidroxilados
marcados con '®| (T,,,=60.2
dias)

SWCNT Diametro de
aproximadamente 1.4 nm se
preparé mediante el método

de carga de arco

Longitud aprox. 300 nm

No se observé ninguna banda de iones 125l disociados a los

11 dias después del radiomarcaje, el enlace covalente C-l es

mas estable in vivo. Un punto importante es que el yodo-125

etiquetado en SWNTols no cambiaria la naturaleza de
SWNTols.

En promedio, solo 0.05 atomos de yodo-125 se unen a un
SWNTol (300 nm de largo y 1.4 nm de didmetro)

Los SWNTols se acumulan facilmente y se retienen durante
largos periodos de tiempo en el hueso.

Los SWNTols pueden moverse con libertad y rapidez para
alcanzar los objetivos adecuados en todo el cuerpo del ratén,
comportandose como pequefias moléculas tipicas. Se
distribuyeron principalmente en los rifilones, hueso y
estomago.

El porcentaje de excrecion a través de la orina es del 94% y
del 6% a través de las heces, por lo que los SWNTols se
excretan predominantemente a través de la orina

Las semividas de eliminacion (T1 / 2b) de los dos modos de
inyeccion son tan cortas como aproximadamente 50 min
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Wang et al.
2008

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Se inyectaron
intraperitoneal e
intravenosa a ratones
Kunming con una dosis
de 6 ug / ml con una
actividad especifica de
4.4x10% cpm / ml
(cuentas por minuto / ml,
mide radiactividad).

Los animales se
sacrificaron en varios
momentos después de
la dosificacion (2, 5, 10,
20, 40 y 60 min). Sus
tejidos fueron
rapidamente disecados y
envueltos en papel de
aluminio. Cada 6rgano
se peso y se analizé
para determinar la
actividad de 1311 usando
el contador gamma.

Los SWNTs purificados y
KOH (1:20) se transfirieron a
un vial de plastico sellado que
contenia pequefias bolas de
acero inoxidable. El vial se
agitdé vigorosamente durante
1 ha temperatura ambiente.
Los SWNTols se marcaron
con yodo-125 mediante el
método de cloramina T

Se obtuvieron SWCNTs
multiples hidroxilados
marcados con el radioisétopo
31| (vida media de 8.04 dias)

SWCNT Diametro de
aproximadamente 1.4 nm se
preparé mediante el método

de carga de arco

Longitud aprox. 300 nm

La pureza radioquimica de los 1311-SWNTols ensayados
después de 6 h de incubacion con suero es de
aproximadamente el 85%. No hubo iones libres.

El porcentaje de la dosis inyectada por tejido humedo (% DI /
g) de los ®"I-SWNTols estan presentes en niveles
mensurables en todo el cuerpo, excepto en el cerebro, poco
después de 2 minutos.

En los érganos como el higado, el bazo, el estdmago, los
rifones y el intestino hubo una mayor translocacion y
retencion de los SWNTols. En contraste con el corazon,
pulmones, musculos y la piel donde después de los 2 min los
¥1l-.SWNTols se mueven libre y rapidamente con la sangre y
no se acumulan por mas tiempo en estos tejidos

vida media de distribucion = aprox. 4 min; vida media de
absorcion= aprox. 50 min; aclaramiento total i.v. =0.10 ml /
min / g ; aclaramiento total i.p.= 0.13 ml/ min / g;
biodisponibilidad absoluta i.p = 80% de la cantidad de
muestra se ha encontrado en la sangre en una hora
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Linetal.,
2013

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Cada rata Wistar macho
SPF (200 + 20 g) se
expuso a 125I-SWCNT
en una dosis Unica de
100 pl de solucién
mediante administracion
por instilacion
intratraqueal. Los
animales se sacrificaron
a 5 intervalos diferentes
(2h,4h,8h,24 hy 72
h) después de la
dosificacion, se extrajo
la sangre y luego se
disecaron
inmediatamente los
tejidos. Cada tejido se
envolvio en papel de
aluminio y se contd la
actividad de 'l en el
detector y.

SWCNTs pristinos recibieron
un tratamiento con el &cido
mixto (HNO3 — H2S0O4 (3: 1,
v: v)) bajo ultrasonidos (8 h).
Después se marcaron con el
método de yoddgeno (Na'?l),
para obtener los '®I-SWCNT

SWCNTs diametro de 1 a 2
nm, longitudes que van de 0.5
a 2 ymy una pureza> 99%.

La distribuciéon de SWCNT en
cada tipo de tejido se
representé mediante el
porcentaje de la dosis
inyectada (actividad tisular /
actividad total dosificada,%
ID).

El mejor tiempo de ultrasonido para unir covalentemente el
yodo al SWCNT por método del yodégeno es de 4 hy se
logra un 43% de union.

El enlace I-C es bastante facil de romper en condiciones
fisiolégicas, por lo que, se encontro radiactividad del ']
disociado de los SWCNT, aumentando gradualmente en la
glandula tiroides (se recomienda utilizar este método de
rastreo en un lapso menor a 24 h).

La tasa radiomarcada de 'I-SWCNT es del 46,14% y la
pureza radioquimica es del 98,95%.

Los 6rganos con mayor concentracion de '?|-SWCNTfueron:
traquea> orina> estdmago> intestino. Y los de menor
concentracion: corazén> grasa> musculo> cerebro

La radiactividad total administrada se localiza principalmente
en la traquea, con una baja radiactividad detectada en la
glandula tiroides, el principal érgano diana del yodo, indica
que el marcador es estable y sélo se pierden muy pocos
atomos de 125] de los SWCNT.
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Guo et al.,
2007

Biodistribucio
n de SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

A ratones Kunming
(hembras, 18-22 g) se
les inyectd
intraperitonealmente 300
Ml de suspension de
99mMTcMWNT-G (0,5
mCi). Fueron
sacrificados a las 1, 3, 6,
10 y 24 h postinyeccion,
respectivamente. Sus
tejidos se disecaron
inmediatamente y se
recolectaron sangre,
heces y orina.

Los resultados se
expresaron como
porcentaje de dosis
inyectada por gramo de
tejido humedo (% DI / g),

MWCNTSs funcionalizados con
glucosamina para hacerlos
solubles en agua, y luego se
marcaron con tecnecio-99
(99mTc; T,,, = 6.02 h) para
obtener 99mTc-MWCNT-G

Sintesis por deposicion por
vaporizacion quimica. Pureza
del 95%

MWCNT tienen varias
decenas de micrometros de
longitud, con un diametro de

20a40 nm

Por los espectros FTIR lograron observar la formacion de un
enlace amida, lo que supone es la funcionalizacion exitosa
del MWCNT con la glucosamina.

La pureza de 99mTc-MWCNT-G era del 90% y se mantuvo
estable a las 24 h.

El de 99mTc-MWCNT-G se distribuy6 por todo el cuerpo.
Acumulandose principalmente en el area enterogastrica,
estomago, sangre, pulmon, higado y rifiones. Alas 24 h se
retuvo un % significativo de la actividad en el estomago. No
se observo una respuesta de toxicidad aguda grave

Alas 24 h menos del 70% del 99mTc-MWCNT-G fue
excretado por la orina y las heces

T4, del 99mTc-MWNT-G fue de aproximadamente 5.5 h
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Ruggiero et
al. 2010

Biodistribucio
ny excrecion
renal de
SWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Ratones (machos, NCr /
nu / nu; Taconic)
recibieron una inyeccién
i.v. de 0,008 mg (0,075
mCi) de SWCNT - [([®Y]
DOTA) (AF488) (AF680)]
a través de un catéter en

la vena de la cola.

Para analisis HPLC de
muestras de orina los
ratones recibieron una
inyeccion i.v. de 0,01 mg
de SWCNT - [(DOTA)
(AF488) (AF680)] en
0,10 ml. Los ratones se
sacrificaron alos 1, 3, 5,
20,60y 180 min, 24 hy
7 d, se extrajeron los
rifones para los analisis
NIR, IHC e IF

SWCNT se funcionalizaron
covalentemente con grupos
amino, se agregaron dos
tintes fluorescentes [Alexa
Fluor (AF) 488 y AF680] y
quelantes de iones metalicos
(DOTA), se marcaron
radiactivamente con %Y.

SWCNT de alta pureza y alta
presién producidos por
monoxido de carbono
(HIPCO), con una

longitud promedio de
100-1000 nm y didmetros de
0.8a1.2nm.

No se oxidaron con acido ni
se sonicaron a alta potencia
en ningun paso.

La construcciéon SWCNT -
[(DOTA) (AF488) (AF680)] fue
de ~200-300 nm de longitud
con un PM de 350-500 kDa y
tendrian 7—10 restos AF488,
14-20 restos AF680 y
140-200 restos DOTA
afiadidos por molécula.

El radiomarcado tenia una actividad especifica de 322 GBq /
g (8,7 Ci/ g) y era radioquimicamente puro al 96%.

PET mostraron una acumulacion rapida (<1 min) del
constructo en los rifiones, pico a los 3 minutos después de la
inyeccion. La radiactividad también aparecio en la vejiga
inmediatamente después de la inyeccidn y se estabilizd
después de 20 min, el

t,,,fue de 6 a 10 min para el aclaramiento del compartimento
sanguineo.

Los SWCNT se reabsorben parcialmente en los tubulos
proximales del rifidn y se acumulan de forma reversible
dentro de los nucleos. Aparecieron SWCNT en los capilares
glomerulares, asi como en la capsula de Bowman y el
sistema tubular.

El modelado matematico explica como estas moléculas de
alta relacion de aspecto se alinean con el flujo y acceden a
los poros glomerulares, lo que permite un aclaramiento
rapido en comparacion con las moléculas globulares. Debido
a que el diametro aparente de los poros capilares
glomerulares (es de ~10 nm, los CNT deben estar muy
orientados, con el eje largo dirigido hacia las aberturas y el
flujo debe ser lo suficientemente fuerte como para dirigir los
CNT hacia los poros, para lograr esta filtracion.

Se observo un ~ 65% del constructo recuperado, con ~ 15%
del constructo sometido a reabsorcién pasiva dentro de los
tubulos 20 min después de la inyeccion
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Deng et al.,
2007

Biodistribucio
ny excrecion
renal de
MWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

Ratones macho
KunMing (25 g). . Se
adoptaron tres modos de
exposicion, i.v.,
instilacion intratraqueal
(i.t.) e intubacion del
estdmago (sonda). Cada
ratén se expuso a 10 ug
de 14C-tau-MWCNT con
un volumen de 100 pl
(actividad especifica 2,7
- 103 cpm (cuentas por
minuto) / ug) en solucion
acuosa.

Los ratones se
sacrificados a diferentes
intervalos y sus tejidos)

se disecaron
inmediatamente y se
extrajo la sangre.

Los MWCNTSs se oxidaron con
H2S04-HNQO3 para
funcionalizarse con 125 mg
de taurina mediante la
amidacién de restos de acido
carboxilico en los nanotubos,
después se marco con '“C,
dando como resultado
4C-tau-MWCNT

Sintesis por el método de
deposicidon quimica en fase
de vapor.

Diametro de 10 a 20 nm, con

una longitud variada de 10 a
600 nm y una pureza 95%
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Los 14C-tau-MWCNT son estables in vivo y son estables
frente a la biotransformacion.

La inyeccion i.v. mostré que los tau-MWCNT llegan
rapidamente al corazén, higado, pulmén y bazo, pero no a
otros érganos tales como cerebro, estbmago, musculo,
hueso e intestino. Esto debido a una rapida absorcién de
particulas por el sistema RES.

Los tau-MWCNT se acumulan predominantemente en el
higado (80%) y permanecen durante 28 dias sin ser
metabolizados. Una pequefia cantidad de tau-MWCNT (5%)
se detectd en el bazo y el pulmén. En todos los casos se
elimino gradualmente a los 3 meses.

En exposicion i.t. muestra que los tau-MWCNT se acumula
en el pulmédn y se elimina gradualmente desde el 78% desde
el dia 1 hasta 20% en el dia

28.

La alimentacion por sonda, la radiactividad es detectable sélo
en el estdbmago, el intestino delgado, el intestino grueso y las
heces. Se concluye que los tau-MWCNT no pueden entrar en
la circulacion sanguinea ni ser absorbidos por los tractos
intestinales.

En las secciones de higado, con una dosis alta (2,0 mg por
ratén), muestra tau-MWCNT atrapados en un macréfago
hepatico, a saber, célula de Kupffer, y fagocitosis de células
de Kupffer. No hay signos evidentes de lesion hepatica.




Lacerda et al.,

Ratas desnudas macho

2008 de 6 semanas recibieron
una inyeccion en la vena
Biodistribucié de la cola de 0.8 ml que
ny excrecion contenia ["'In]
renal de DTPA-MWNT en PBS,
MWCNT que contenia 250 uCi
(9,25 MBq) de """In y 300
pg de DTPA-MWNT.
FUNCIONALI 24 h después de la
ZACION administracion, los
COVALENTE animales se sacrificaron

y se recolectaron los
tejidos para cortar

secciones tefiidas con
hematoxilina y eosina.

Las imagenes se
adquirieron utilizando
colimadores de orificios
paralelos de alta
sensibilidad y energia

MWCNTs funcionalizados
con dianhidrido

(DTPA-MWNT) y marcados
radiactivamente con """In.

Dimensiones promedio de 20

a 30 nm de diametro y una
longitud entre 0.5y 2 ym.
Pureza del 94%.

El rendimiento de la reaccion
de marcaje fue superior al
80%. Segun la relacién entre
el numero de grupos amino
presentes y la cantidad de
DTPA utilizada, el 55% de las

aminas permanecieron sin

reaccionar
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dietilentriaminopentaacético

El [""'"n] DTPA-MWNT fue estable después de la incubacion
en suero a 37°C durante 1y 24 h.

Através de la camara gamma plana dinamica de cuerpo
entero se observé como los MWCNTSs entraron en la
circulacion sanguinea sistémica y en 60 segundos
comenzaron a acumularse en los rifiones y la vejiga. A las 6
h, casi todo casi todo se eliminé via renal. A las 24 h habia
poca radiactividad residual en los rifiones. Casi no se detectd
radiactividad en los pulmones y los 6rganos del sistema
reticuloendotelial (higado y bazo).

Los MWCNTSs pasan por la filtracion glomerular debido a que
se orientan perpendicularmente a las fenestraciones

glomerulares, ya que solo la dimension transversal de

DTPA-MWNT (didametro entre 20-30 nm) es lo

suficientemente pequefia como para permitir la permeacion a

través de los poros glomerulares (la fenestra es 30 nm;
grosor de la membrana basal glomerular es 200-400 nm; y

ancho de las ranuras de filtracion de podocitos epiteliales es

de 40 nm)




Lacerda et al.,
2008

Biodistribucio
ny excrecion
renal de
MWCNT

FUNCIONALI
ZACION
COVALENTE

A ratones hembra BALB
\ ¢ de seis semanas de
edad, se inyectaron por
via intravenosa en la
vena de la cola con 400
mg f-MWCNT altamente
individualizados. Alos 5
y 30 minutos después de
la inyeccion, los
animales se sacrificaron
y se extrajeron los
rifiones para llevar a
cabo imagenes TEM de
secciones ultrafinas de
la corteza renal (70 nm).

Los MWNT funcionalizados
(-MWCNT) se prepararon
después de la reaccion de

cicloadicion 1,3-dipolar, lo que

dio lugar a aumentos
significativos en la
desagregacién y la
individualizacién de los
MWNT en solucion salina con
buffer (PBS).

El diametro exterior medio
estuvo entre 20y 30 nmy la
longitud entre 0.5y 2 mm, y
con una pureza del 94%,

32

Los f-MWCNT lograron translocarse a través de la barrera de
filtracion glomerular, Unicamente si estaban individualizados
y bien dispersos, y ademas, si su eje longitudinal estaba
orientado verticalmente hacia las fenestraciones endoteliales,
ya que solo el diametro de los MWCNTs (20 a 30 nm) es lo
suficiente mente pequefio para permitir la permeacion de la
fenestra glomerular (30 nm)

Todo esto ocurrioé tanto a los 5 min como a los 30 min
después de la inyeccion.

Los MWCNTs agregados o en haces, no pueden atravesar el
filtro glomerular y se acumulara en el higado, el bazo o los
pulmones.

Los factores que influyen para que los MWCNTSs se oriente

verticalmente desde la circulacion sanguinea y pasen hacia

el espacio de Bowman y posteriormente acumularse en la
vejiga y excretarse en la orina son:

el tamano (alta relacion de aspecto), el grado de

individualizacién, la carga superficial y la forma de los
materiales,

Vida media de la circulacion sanguinea 3 h.




Ferrari et al,
2008

Toxicidad de
los CNTs

PRISTINOS

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revision

Las particulas en forma de disco, cilindricas y hemisféricas
superan sustancialmente a las particulas esféricas cuando se|
trata de evadir la captacion por parte de las células
fagociticas, fluir a través de los capilares y adherirse
firmemente a las paredes de los vasos sanguineos

Lo mas importante es que las nanoparticulas con anticuerpos|
superficiales quedan atrapadas facilmente por las defensas
del cuerpo, las barreras biolégicas como las paredes de los

vasos sanguineos y las células fagociticas que se
encuentran en los érganos que filtran y eliminan el material
extrafio. La captacion no deseada por el higado, el bazo y los|
pulmones se puede retrasar revistiendo las nanoparticulas
con moléculas protectoras tales como polietilenglicol.
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Radomski et
al., 2005.

Toxicidad de
los CNTs

PRISTINOS

Se tomé sangre de
voluntarios y se
extrajeron las plaquetas,
a estas se les administro
una combinacion de
SWCNTs y MWCNTs
(0.2-300 pg /ml ) para
medir la agregacion de
plaquetas humanas y
trombosis en ratas
(Wistar—Kyoto).

SWCNT abierto purificado y
Los MWCNT, las
suspensiones de particulas
siempre se sonicaron durante
2 min y se agitaron durante
20 s antes de la prueba

Longitud aprox. 100 nm

La incubacion de plaquetas con MWCNT y SWCNT dio como
resultado la agregacion plaquetaria, con un aumento
dependiente de la concentracién administrada. Formando
aglomerados desde 100 nm a 10 mm.

El mecanismo de esto es debido a que los CNTs tienen un
area de superficie muy alta en relacién con su masa y una
gran carga superficial, lo que los hacen, inusualmente
reactivos en su entorno. Por lo que, es posible que los CNTs
imiten los puentes moleculares implicados en las
interacciones plaquetas-plaquetas, estimulando asi la
agregacion

A una concentracion de 50 pg /ml de SWNT Y MWCNT se
producia una Estimulacion trombosis carotidea en las ratas,
decreciendo el flujo sanguineo a una tasa de 1.2 ml/min.
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Donaldson et
al., 2013

Toxicidad de
los CNTs

PRISTINOS

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revision

Dado que, en la toxicologia clasica, la respuesta del
paradigma sigue a la dosis, es evidente que las fibras que se
depositan en los pulmones se acumulan en dosis altas en
varios sitios del revestimiento de las células epiteliales y el
parénquima, lo que lleva a los efectos pulmonares y que se
acumulan en la pleura, donde se acumulan en la pleura.
causan las patologias pleurales descritas en la Fig. 1 y mas
abajo. Estructura generalizada de toxicologia de las fibras:
paradigma de actividad que implica el diametro, la longitud y
la biopersistencia que se denominado paradigma de
patogenicidad de las fibras.
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Xu et al.,
2012

Toxicidad de
los MWCNTs

PRISTINOS

Se administré 250 ug /
rata en sus pulmones de
ratas (F344 macho 8
semanas) mediante la
pulverizacion
intrapulmonar (IPS) /
instilacion intratraqueal
(Se rocié 0.5 ml de una
suspension de 500 ug
/ml en la traque de cada
rata con ayuda de una
aspersor)

MWCNT-N y MWCNT-7
pristinos (Mitsui-7), con un
diametro que varia de

0.01 a 0.2 ym y una longitud
de varios micrometros.
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Los MWCNTs se translocaron del pulmén a la cavidad pleural
principalmente en macrofagos pleurales, probablemente la
translocacion se dio por el flujo linfatico

Los tratamientos con MWCNTs inducen respuestas
inflamatorias en la cavidad pleural. EI nUmero total de
células, compuesto principalmente por macroéfagos,
neutrofilos y linfocitos. En general, la proporcion de
macroéfagos en los sedimentos celulares de la cavidad pleural
aumentd, mientras que los de neutrdfilos y linfocitos
disminuyeron.

Se observé claramente proliferacion mesotelial visceral
hiperplasica y lesiones granulomatosas focales en los
alvéolos y en macrdéfagos alveolares. Probablemente fueron
los macréfagos los que causaron los dafios y la proliferacion
de células mesoteliales. Ya que como una respuesta
inflamatoria por la presencia de los MWCNTs, estos
secretaron un panel de factores de crecimiento y citocinas
para regular la proliferacion celular, asi como ROS y enzimas
toxicas.




Poland et al.,
2008

Toxicidad de
los MWCNTs

PRISTINOS

Se inyecté en una dosis
de 50 pg en la cavidad
peritoneal (abdominal)
de los ratones. La
cavidad se lavd
sistematicamente a las
24 hrs y 7 dias después
de la exposicién con
solucién salina
fisiologica para
cuantificar proteinas y
leucocitos.

Se usaron 4 diferentes tipos
de MWCNTs :

Diametros de cada MWCNT:
14.84, 10.40, 84.89 y 165.02
nm

Longitudes de cada MWCNT:
5,20,13 y 56 um

Las fibras de nanotubos no
eran todas tubos individuales,
sino que eran 'alambres' 0
'‘cuerdas' de CNT individuales
entrelazados

Solo los MWCNTSs con una longitud de 13 y 56 ym
respectivamente causaron granulomas o cicatriz de la
superficie mesotelial, en el lado peritoneal del diafragma y
células gigantes de cuerpo extrafio (FBGC) a los 7 dias de
su exposicion. Al contrario de los otros dos tipos de MWCNT,
los cuales no tenian una longitud tan larga no causaron
ninguna inflamacién significativa al dia 1 o formacién de
células gigantes a los 7 dias.

Los granulomas comprendian agregados de células que

contenian fibras, muy probablemente macréfagos, y también

FBGC, con MWCNT y depdsito asociado de colageno dentro
de las lesiones.
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Sharifi et al.,
2012

Mecanismo
de fagocitosis
de los CNTs
por
macréfagos

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revision

Los estudios han implicado que el tamafio, la longitud,
agregacion, las propiedades fisicoquimicas del medio de
dispersion y las impurezas de los CNTs son factores
determinantes para su toxicidad, ya que el mecanismo de
captacion celular de los CNT, incluidas la endocitosis y la
difusion pasiva, puede diferir segun la funcionalizacion y el
tamafo de los CNT.

Por ejemplo, en una preparacion bien dispersa de CNTs con
un diametro medio de 0.69 pm puede llegar a tener una
mejor distribucion intersticial con una fagocitosis de
macrofagos después de la aspiracion faringea en ratones.
Esto a su vez, puede cambiar la morfologia y el rendimiento
de una linea celular de mesotelioma (similar al amianto)
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Donaldson et
al., 2006

Mecanismo
de fagocitosis
de los CNTs
por
macréfagos

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo

de revision

Al igual que el asbesto, los SWCNT consisten en fibras
largas y delgadas con caracteristicas aerodinamicas que
permiten que se inhalen profundamente en los pulmones.

Una vez inhalados y depositados en la superficie alveolar, los
CNT son fagocitados por macréfagos. Sin embargo, esta
fagocitosis puede ser frustrada dependiendo de su longitud
de los CNTs. Estos CNTs pueden exceder significativamente
el tamano de los macrofagos (10 a 20 mm de largo). Por lo
tanto, puede dificultar la fagocitosis y eliminarlas mas
lentamente del pulmoén profundo que las fibras mas cortas.
Lo que convierte a los CNTs largos (10 a 20 mm) altamente
biopersistentes
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Warheit et al.,
2003

Mecanismo
de fagocitosis
de los CNTs
por
macréfagos

PRISTINOS

A ratas macho con 8
semanas, se les
administré 1 0 5 mg / kg
de SWCNT instilados
por via intratraqueal
(SWCNT) en sus
pulmones. Después se
les realizé una
evaluacion
histopatoldgica del tejido
pulmonar a las 24 h, 1
semana, 1 mesy 3
meses después de la
instilacion.

Se usaron SWCNTs
preparados en un volumen de
Tween 80 al 1,0% y solucion

salina con buffer fosfato
(PBS) y se sometieron a
dispersion de politron

Tenian 1.4 nm de didmetro y
1 um de longitud. Existen
principalmente como
"cuerdas" aglomeradas de
nanotubos de 30 nm de
diametro

SWCNT generados mediante
un proceso de ablacién con
laser

Las exposiciones a dosis altas (5 mg / kg) de SWCNT
produjeron mortalidad en el 15% de las ratas instiladas con
SWCNT dentro de las 24 h posteriores a la instilacion. Esta

mortalidad resulté del bloqueo mecanico de las vias

respiratorias superiores por la aglomeracién de estas

nanoparticulas y no se debio a la toxicidad pulmonar
inherente de las particulas de SWCNT instiladas.

Las exposiciones a SWCNT produjeron efectos transitorios
inflamatorios y de lesion celular
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Mutlu e tal.,
2010

Toxicidad de
los MWCNTs.
PULMON

FUNCIONALI
ZADO

Se expuso a células
epiteliales alveolares
humanas (A549) a 50

pMg/cm2 de SWCNT.

Administramos dosis 40

Mg (equivalente a ~ 1600

ug / kg) en las traqueas
de ratones C57BI / 6.

SWCNT altamente dispersos
a nanoescala

mediante ultrasonidos de
polvo de nanotubos en una
solucién acuosa al 1% en
peso de Pluronic F 108NF
(BASF Corporation

seguida de
ultracentrifugacion, que
elimino los haces de SWCNT
grandes y densos. especies
de impurezas

Pluronic F 108NF (Pluronic).

niveles de impurezas de
hierro de 20,6 y 8,5%

(diametro medio ~1 nm).

Longitud aprox 500 nm
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Treinta dias después de su administracion intratraqueal a
ratones, las estructuras similares a granulomas con fibrosis
leve en las vias respiratorias grandes observadas en ratones
tratados con SWCNT agregadas estaban ausentes en
ratones tratados con SWCNT dispersos a nanoescala.

El examen de secciones de pulmén de ratones tratados con

SWCNT dispersos a nanoescala revelo la captacion de los

SWCNT por los macréfagos y la eliminacion gradual con el
tiempo.

la toxicidad de SWCNT in vivo es atribuible a la agregacion
del nanomaterial en lugar de la gran relacion de aspecto de
los nanotubos individuales

los SWCNT dispersos individualmente no mostraban
toxicidad in vivo y parecian eliminarse del pulmon con el
tiempo

40 ug no demostraron un aumento de proteina (Figura 2C) y
recuento de células (Figura 2D) en el liquido de lavado
broncoalveolar y la entrada de neutréfilos en el espacio

alveolar. SWCNT no presentaron un cambio en el nivel de
complejos plasmaticos de trombina-antitrombina

observo oxidacion de la sonda o muerte celular células
epiteliales alveolares humanas (A549) en respuesta a
ninguno de los pocillos. -SWCNT dispersos en Pluronic o
SWCNT agregados en PBS




Park et al.,
2003

Toxicidad de
los SWCNTs
bloqueo de
canal

PRISTINOS

Para el analisis de la
interaccion entre canales
idnicos y los SWCNTs se
realizaron experimentos

electrofisiolégicos en
diferentes subunidades
de canales formadores

de poros expresadas

heterélogamente en

células de mamiferos
(CHO).

Los SWNT purificados se
dispersaron en una solucion
acuosa de pH 10 que
contenia 0,5 por ciento en
volumen de Triton X-100
mediante agitacion
ultrasénica durante 1 h.

Diametro maximo de 0.9y 1.3
nm.

Sintesis por deposicion
quimica de vapor (CVD)

Los SWNT externos fabricados y purificados bloquearon las
subunidades del canal de K de una manera dependiente de
la dosis, siendo KCNQ1 y HERG las proteinas mas
susceptibles. El bloqueo dependia de la forma y las
dimensiones de las nanoparticulas utilizadas y no requeria
ninguna interaccion electroquimica, el diametro fue el factor
determinante.

Los SWNT tuvieron un efecto significativo en los canales

formados por Caenorhabditis elegans EXP-2, KVS-1, KCNQ1

y Kv4.2 humanos, asi como en los canales de potasio

HERG, pero no en las células CHO endogenas CIC- 3
canales

La inhibicién de SWNT fue reversible, lo que sugiere que la
interaccion tiene lugar dentro de los dominios extracelulares
del canal.
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Manna, et al.,
2005

Toxicidad de
los SWCNTs
pristinos

. Las lineas celulares
utilizadas en este
estudio fueron las
siguientes: células

HaCaT (queratinocitos
humanos), HelLa (células
epiteliales) y células
A549 y H1299 (ambos
carcinoma de pulmoén
humano). Las células se
trataron con diferentes
concentraciones de
SWCNT (de 0 a 10 ug/

ml) durante 12 hy se

controlé la generacién

de especies reactivas de
oxigeno (ROS) mediante
aumentos en la
intensidad de
fluorescencia de
diclorofluorescina (DCF)

SWCNT se disolvieron en
dimetilformamida (DMF)

Las particulas SWCNT inducen estrés oxidativo e inhiben la
proliferacion celular en células HaCaT.

Los resultados muestran un aumento de la fluorescencia
dependiente de la dosis en comparacién con las células de
control, lo que indica la generacion de ROS por las particulas
SWCNT en las células HaCaT.

A una concentracion de 10 ug / mL de particulas SWCNT,
hubo un aumento significativo de células muertas en
comparacioén con el control.

El mecanismo de activacion de NF-KB se debi6 a la
activacion de las quinasas relacionadas con el estrés por las
particulas SWCNT en los queratinocitos

Las particulas SWCNT activan NF-KB de una manera
dependiente de la dosis en los queratinocitos humanos.
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Sayes et al.,
2006

Toxicidad de
los CNTs

FUNCIONALI
ZADO

Se realizaron pruebas
de citotoxicidad in vitro
en fibroblastos dérmicos
humanos cultivados
(HDF) a una variedad de
SWCNTs (4 diferentes
tipos de SWCNTs a
diferentes
concentraciones de 0.2
a 2000 pg/ ml)
dispersables en agua, a
través de un ensayo de
tincion de citotoxicidad /
viabilidad tradicional

Se utilizaron 4 muestras de
SWCNT dispersables en
agua: SWCNT fenil-SO3H;
SWCNT-fenil-SO3Na;
SWCNT-fenil- (COOH) 2y
SWCNT estabilizado el
tensoactivo Pluronic F108 al
1%.

Los SWCNTs tienen 1 nm de
didmetro, 400 nm de longitud
y estan suspendidos
individualmente

Las muestras de SWNT funcionalizadas en la pared lateral
son menos citotoxicas que las SWCNT estabilizadas con
tensioactivo.

A una concentracion de 10 a 20 yg/ ml las células con el
tratamiento de SWCNT-Pluronic F108 presentaron un
porcentaje de muerte celular casi del 90 %. En comparacion
con los SWCNT fenil-SO3H y SWCNT-fenil- (COOH) 2 que
con las mismas concentraciones el porcentaje de muerte
celular no excedio el 50%

Se observa un contacto directo entre las membranas
celulares y los SWNT, debido a que las interacciones idnicas
proporcionan un medio para la deposicién de nanotubos en
las membranas DOPC; es decir, el grupo —OH del grupo
funcional sulfonato de SWNT-fenilSO3H, cuando se
suspende en agua, puede disociarse y dejar una carga
negativa en la superficie del nanotubo
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Liu et al.,
2009

Toxicidad de
los CNTs

FUNCIONALI
ZADO

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo

de revisién

n

Las biodistribuciones in vivo varian con la funcionalizacion y

administracion intravenosa. Si estan bien funcionalizados, los

mientras que la funcionalizacién no covalente aprovecha las

soluciones acuosas, con dominios hidrofébicos unidos a la
superficie del nanotubo mediante fuerzas de van der Waals y
efectos hidrofdbicos, y cabezas polares para la solubilidad en

posiblemente también el tamafio de los nanotubos, con
tendencia a acumularse en el sistema reticuloendotelial
(RES), incluidos el higado y el bazo, después de la

anotubos pueden excretarse principalmente a través de la
via biliar en las heces.

La funcionalizacién superficial de los CNTs puede ser
covalente o no covalente. Las reacciones quimicas que
forman enlaces con las paredes laterales de los CNTs se
llevan a cabo en el caso de la funcionalizacion covalente,

nteracciones favorables entre el dominio hidréfobo de una
molécula anfifilica y la superficie de CNT, proporcionando

nanotubos acuosos envueltos por tensioactivo.

Se han utilizado varios anfifilos para suspender CNTs en

agua

Luo et al.,
2016

Toxicidad de
los MWCNTs

FUNCIONALI
ZADO

Se evaluaron los
posibles efectos
toxicoldgicos de los
nanotubos de carbono
de paredes multiples
oxidadas (O-MWCNT)
en macrofagos RAW
264.7 in vitro. Las
células se trataron con
suspensiones de
p-MWCNT u O-MWCNT
a concentraciones de
0,2, 2, 20, 100, 200 o
400 pg / ml durante 6,
24,48 072 h.

Se llevaron a cabo
varios criterios de
valoracién toxicoldgicos,
como la viabilidad
celular, la liberaciéon de
LDH e IL-8, la relacién
GSH / GSSG, la
concentracion de calcio
intracelular y los
cambios

ultraestructurales en la
morfologia celular.

Los O-MWCNT se
prepararon como sigue. En
primer lugar, se oxidaron y

cortaron 500 mg de
p-MWCNT mediante la
mezcla de H2S04 y HNO3
(300 mL, V/V = 3: 1) bajo
ultrasonidos durante 4 ha 40 °
C

Sintesis mediante el método
de deposiciéon quimica en
fase de vapor

La longitud de los p-MWCNT
varia de varios micrones a
decenas de micrones,
mientras que la longitud de
los O-MWCNT es
principalmente inferiora 1 ym
con un promedio de 341 nm

EI TEM demuestra que los macrofagos RAW 264.7 tratados

ug/mL, lo que dafia la viabilidad celular e induce la apoptosis

los p-MWCNT inducen una viabilidad celular dramaticamente

refleja en la menor disminucion de la proporcién celular GSH

Los ensayos MTS, LDH y Anexina V-FITC & PI que se
usaron, revela que los O-MWCNT tenian efectos muy
limitados sobre el estrés oxidativo, la toxicidad celular y la
apoptosis a concentraciones inferiores a 400 pg / ml.

a una dosis de 200 ug / ml de O-MWCNT durante 24
h,englobaron posiblemente por difusién pasiva a muchos
O-MWCNT, y algunos de ellos residian en vacuolas
citoplasmaticas,sin que alteraran la morfologia. Como
control, los MWCNT pristinos (p-MWCNT) muestran una
mayor citotoxicidad a una concentracion de 200 y 400

celular
Cuando la concentracion tratada es superior a 100 pyg / ml,

disminuida, una mayor liberacién de LDH y apoptosis de
macrofagos

Incluso a una concentracion de 400 ug / ml, los O-MWCNT
no inducen una respuesta al estrés oxidativo, lo que se

/ GSSG
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Kam et al.,
(2005

Menor
toxicidad de
los SWCNTs

(PEG)

FUNCIONALI
ZADO

Se cultivaron células
HelLa (una linea celular
adherente) en placas de
12 pocillos, habiéndose

sembrado las células
durante 18 h antes de la
incubacién. Se afiadié
Cy-DNA-SWCNT a cada
pocillo (1x 10<5 células
por pocillo) a una
concentracion final de
25a5mg/L

Los SWCNT de Asgrown
Hipco, se mezclaron con una

monocatenario marcado con
Cy3 y la concentracion inicial
de SWNT fue de 250 mg. La
secuencia de ADN era
TGGACAAGTGGAATGX,
donde X denotaba el
marcador fluorescente Cy3.
Después los SWCNT se
funcionalizaron con varios
fosfolipidos (PL), PL con un
resto de polietilenglicol (PEG)
y un grupo terminal de acido
félico (FA) (PL-PEG-FA)
obteniendo finalmente
Cy-DNA-SWCNT

SWCNT: masa molecular 170
kDa; longitud de 150 nm y
diametro de 1.2 nm)

solucidon acuosa 20 M de ADN

Sus resultados mostraron que los SWCNTs son
transportadores o portadores moleculares con absorbancia
optica muy alta en el régimen NIR.

Los pulsos NIR pueden inducir el calentamiento local de los
SWCNT in vitro para la ruptura del endosoma y la liberacion
de cargas moleculares para alcanzar los objetivos previstos
sin dafar las células. Por otro lado, la destruccion selectiva
de células (cancerosas) que sobreexpresan marcadores
tumorales se puede lograr mediante la administracion
selectiva de nanotubos dentro de las células a través de vias
de captacion mediadas por receptores y muerte
desencadenada por NIR.

El esquema de funcionalizacién del SWCNT por ligandos de
PEG puede generalizarse a varios ligandos o anticuerpos
dirigidos a tipos de células (cancerosas) muy especificas.

Lam et
al.,2004

Toxicidad
SWCNTs

PRISTINOS

DISPERSION

Los ratones (macho
B6C3F1, de 2 meses de
edad y 30 g de peso)se

instilaron por via
intratraqueal con 0.1 0
0.5 mg de SWCNT, un
control negativo de hollin
y un control positivo de
cuarzo y se sacrificaron
7 0 90 dias después del
tratamiento Unico para el
estudio histopatoldgico
de los pulmones

Preparamos las
suspensiones de los
SWCNT fue de: 2 mg /
ml (0,1 mg /50 ul)y 10
mg / ml (0,5 mg /50 pl)

Se utilizaron 3 diferentes
SWCNTs elaborados por
diferentes métodos y que
contienen diferentes tipos o
cantidades de metales
residuales, eran productos:

1) HiPco por deposicién
quimica de vapor (RNT); 2)
purificados por laser (PNT)

que contenian hierro; 3)
productos de descarga de

arco eléctrico (CNT) que
contenian niquel de

1 nm de diametro y varias
micras de largo,

Todos los SWCNTs indujeron granulomas epitelioides
dependientes de la dosis. A los ratones con una dosis de 0.5
mg de RNT HiPco produjeron los granulomas mas
prominentes. En algunos casos se produjo inflamacién
intersticial en los animales de los grupos de 7 dias. Estas
lesiones persistieron y fueron mas pronunciadas en los
grupos de 90 dias; los pulmones de algunos animales
también revelaron inflamacién y necrosis peribronquial que
se habia extendido a los tabiques alveolares.

Los SWCNTSs, sin importar el tipo y la cantidad de impurezas
metdlicas , son mucho mas toéxicos que el hollin y el cuarzo.

La agitacion suave (soplar aire sobre el material agitado en
un vortice)de los HiPco ™ RNT producia grandes
aglomeraciones en el aire.

Lam et al.,
2006

Toxicidad
SWCNTs

PRISTINOS

REVISION

No menciona por ser
articulo de revision

No menciona por ser articulo
de revision

Las fuerzas de van der Waals hacen que los SWCNT tengan
una fuerte tendencia a agruparse en cuerdas microscopicas,
que pueden contener hasta unos pocos cientos de tubos
paralelos. Estas estructuras secundarias, a su vez, forman
grumos sueltos, que pueden transportarse por el aire, pero
en su mayoria son mas grandes que el tamafo respirable.

La dificultad técnica y el costo asociados con la
experimentacion de toxicidad por inhalacion de CNTs han
llevado a los investigadores a evaluar los efectos de las
nanoparticulas aéreas en los pulmones por instilacion

intratraqueal (ITI)
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al., 2010

Johnson et

Se investigo el potencial

Toxicidad
SWCNTs

PRISTINOS

DISPERSION

Maynard et

al., 2004

estudio de laboratorio

de liberacion de
nanoparticulas de
carbono en un ambiente
de sonicacion y de peso
en seco por balanza
analitica.

Se pesaron de 4 a 200
mg de MWCNTs, y se
sonicaron 100 mg / L de
MWCNTs.

Se us6 un contador de
particulas portatil
HHPC-6 para determinar
la concentracion del
numero de particulas en
el aire de ambos
procesos

Se llevé a cabo un

Se colocaron cuarenta

Nanotubos de carbono de
paredes multiples sin
procesar (P-MWCNT)

(diametro exterior, 10 a 20
nm; longitud, 10 a 30 pm;
pureza> 95%) y MWCNT
funcionalizado (es decir,
hidroxilado; MWCNT-OH)
(diametro exterior, 20 a 30
nm; longitud , 10-30 ym;>
95% de pureza)

Los MWCNTs pueden transportarse por el aire cuando se
mezclan en soluciéon mediante sonicacioén, especialmente
cuando estan funcionalizados (MWCNT-OH)

Se observo una concentracion aérea muy alta de P-MWCNT
cuando se pes6 en seco justo con un tamafio de particula de
300 nm (70,000 particulas / L de P-MWCNT y 13,694
particulas / L de MWCNT-OH), seguido del tamario de 500
nm (34 446 particulas / L de P-MWCNT y 3,065 particulas / L
de MWCNT-OH).

La sonicacion de MWCNT-OH en una suspension de agua
con 100 mg / L, resultd en concentraciones de numero de
particulas en el aire dramaticamente mas altas en
comparacién con la manipulaciéon en seco:las
concentraciones de numero de particulas mas altas
estuvieron en el rango de tamario de 300 nm (144,623
particulas / L de MWCNT-OH y 42,796 particulas / L de
P-MWCNT. Este hallazgo indica que los trabajadores de
laboratorio pueden tener un mayor riesgo de exposicién a
nanomateriales artificiales.

Toxicidad de

los SWCNTs

PRISTINOS

Monteiro-Rivi

aerosol formado a partir
de SWCNT durante la
agitacion mecanica. Esto
se complementé con un
estudio de campo en el
que se investigo la
exposicion dérmica y
aérea a SWCNT
mientras se manipulaba
material sin refinar

Se expusieron

para evaluar la
naturaleza fisica del

miligramos de SWCNT de
ablacion con laser en el
generador al 55% de
agitacion maxima, y se
midieron particulas entre 12

nmy 10 um.

Las muestras de campo se
recolectaron de los guantes
de ,os trabajadores

Aunque los estudios de laboratorio indicaron que con
suficiente agitacion, el material SWCNT sin refinar puede
liberar particulas finas en el aire, las concentraciones
generadas durante la manipulacion del material en el campo
fueron muy bajas.

Las estimaciones de la concentracion de nanotubos en el
aire generada durante la manipulacion sugieren que las

concentraciones fueron inferiores a 53 g / m3 en todos los
casos. Los depositos de SWCNT en los guantes durante la
manipulacioén se estimaron entre 0.2 mg y 6 mg por mano.

ere et al., queratinocitos
2005 epidérmicos humanos
(HEK)a0.1,0.2y 0.4
Translocacion M9 / ml de nanotubos de
de los carbono de paredes
SWCNTs por multiples (MWCNT)
vias de durante 1, 2, 4, 8,12, 24
absorcion y 48 h.
disponibles en
la piel
PRISTINOS

Se utilizaron peliculas de
MWCNTs alineadas
verticalmente sintetizadas por
deposicion de vapor quimico

Las peliculas tenian un
grosor de 50 um y un
diametro medio aproximado
de 100 nm, cada pelicula
tenian 1 x 10<10 nanotubos /

cm2

El 84% de los queratinocitos tratados con 0,4 mg / ml
estaban afectados a las 48 h. Aunque solo se observaron
nanotubos relativamente cortos (de hasta 3,6 um de longitud)
dentro de las células.

Los MWCNT son capaces de penetrar en los queratinocitos
humanos y de provocar un efecto biolégico manifestado por
la liberacién de IL-8. EI mecanismo tanto de la penetracion
como del efecto queda por dilucidar.
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Rouse et al.,
2007

Permeabilidad
fullereno

La piel porcina se fij6 a
un dispositivo de flexion
y se dosifico
tépicamente con 33.5
mg, ml-1 de Baa-Lys
(FITC) -NLS. La piel se
flexiond durante 60 o 90
min o se dejoé sin flexion
(control).

Se preparo una solucion
acuosa de un derivado de
fenilalanina sustituida con

fullereno (Baa) de una
secuencia de péptidos de
localizacién nuclear (Baa-Lys
(FITC) -NLS)

El Baa-Lys (FITC) -NLS penetro en la piel alas 8 h. ). Los
fullerenos se localizaron principalmente en las capas
epidérmicas de la piel de control no flexionada, mientras que
las muestras flexionadas de 60 y 90 min mostraron evidencia
de mayor penetracion epidérmica (60 min) y dérmica (90
min)

Murray et al.,
2009

Toxicidad
dérmica de

SWCNTs

PRISTINOS

Se evaluaron los efectos
de SWCNT tanto en la
piel modificada con
EpiDerm FT, células
epidérmicas murinas
(JB6 P +) y ratones
SKH-1 (3 a 4 semanas;
16 a 18 g de peso
corporal) sin pelo
inmunocompetentes.

Los tejidos se
expusieron a 75 pg de
SWCNT. Los ratones se
expusieron a SWCNT
sin purificar (30% en
peso de hierro; 40, 80 y
160 pg/ratén en agua
desionizada)
diariamente durante 5
dias

Se usaron SWCNT pristinos
fabricados por la técnica de
desproporcion de moléculas
de carbono gaseoso
soportadas sobre particulas
de hierro catalitico (CO a alta
presion, HiPCO)

Tenian un diametro
aproximado de 1 nm y una
pureza un 99,7%

La piel disefiada expuesta a SWCNT mostré un aumento del
grosor epidérmico y la acumulacion y activacion de
fibroblastos dérmicos, lo que resulté en un aumento de
colageno y la liberacion de citocinas proinflamatorias. La
exposicion de las células JB6 P + a SWCNT sin purificar
(30% de hierro) dio como resultado la produccion de
radicales hidroxilo detectables por ESR y provoco una
activacion significativa dependiente de la dosis de AP-1.

La exposicion tépica de ratones SKH-1 a SWCNT provocd
estrés oxidativo, agotamiento de glutation, oxidacion de tioles
y carbonilos de proteinas, elevado actividad mieloperoxidasa,
aumento del numero de células dérmicas y engrosamiento
de la piel como resultado de la acumulacion de leucocitos

polimorfonucleares (PMN) y mastocitos

Huczko y
Lange 2001

Sin toxicidad
dérmica de

SWCNTs

PRISTINOS

Cuarenta voluntarios
que reportaron diversas
irritaciones y
susceptibilidades
alérgicas fueron
sometidos a una prueba
de parche (papel de filtro
Whatman 3 saturado
con suspensién de agua
de hollin) y controlado
durante 96 horas

Se produjo hollin con un alto
contenido de nanotubos de
carbono por medio de la
técnica de descarga de arco

La prueba del parche mostroé resultados negativos después
de 96 horas. Se obtuvieron los mismos resultados tanto para
el hollin que contiene nanotubos de carbono como para un
material de referencia. Por lo tanto, dados los resultados
consistentes de estos dos métodos, es poco probable que
trabajar con un hollin que contenga CNT esté asociado con
algun riesgo de irritacion de la piel y alergia.
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5.1 Biodistribucion de CNTs

De los 18 articulos analizados sobre biodistribucion de CNTs, se encontré que el
16.6% corresponde a estudios con nanotubos pristinos y un 83.3 % de los estudios

se realizaron con nanotubos de carbono funcionalizados (Figura 6).

Para investigar el perfil de biodistribucién de los CNTs, varios grupos de
investigacion utilizaron diferentes métodos de seguimiento para determinar
cualitativa y cuantitativamente el sitio preferencial de acumulacién de CNTs. Entre
los mas usados estan los métodos etiquetado isotépico (I, Cu, In y ™C), la
espectroscopia Raman y la técnica de microscopia TEM, estos tres métodos
ofrecen ventajas como una alta sensibilidad, una buena precision y una gran
rapidez (Lin et al., 2013; Yang et al., 2007).

Dado que para rastrear la biodistribucién se utiliza frecuentemente el radiomarcaje,
la funcionalizacion con isétopos radiactivos resulté ser un método mas frecuente en
los articulos, debido a que es una técnica simple, facilita la deteccion, tiene una alta
sensibilidad y sus resultados confiables casi libres de interferencias externas. Por
lo anterior, el radiomarcaje con isétopos podria ser la mejor técnica para la

deteccion y analisis cuantitativo de CNTs en los sistemas vivos (Lin et al., 2013).

Por otra parte, tanto la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA) como la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) implementan
regulaciones para la aprobacion de medicamentos genéricos convencionales de
moléculas pequefias. Estas regulaciones, que incluyen a farmacos con
nanomateriales, se basan en la interaccion farmaco-célula y las propiedades de
distribucion tisular de un farmaco, los cuales, pueden garantizarse mediante una
caracterizacion completa del farmaco, que incluye, entre otros, la composicion del
producto, las cargas superficiales de las particulas y las distribuciones del tamafo

de las particula (Zheng et al.,2017).

Entre los métodos que mas utilizan y recomienda la FDA para caracterizacion
completa del farmaco se encuentra: la dispersion dinamica de luz (DLS), la
difraccion laser, el microscopio electréonico de transmisiéon (TEM), el microscopio

electrénico de barrido (SEM) y el microscopio de fuerza atomica (AFM) ( Alexis et
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al., 2008 y D’Mello et al., 2017). Sin embargo, casi no existen recomendaciones o
revisiones sobre los mejores métodos para cuantificar, en estudios preclinicos, la
biodistribucién de los nanomateriales como lo son los nanotubos de carbono (Lin et
al., 2013).

Debido a lo anterior, aun quedan muchas preguntas y oportunidades para investigar

sobre los métodos para la biodistribuciéon de nanotubos carbono.

BIODISTRIBUCION

B CNTs funcionalizados

B CNTs pristinos

Figura 6. Porcentaje de articulos revisados sobre biodistribucién de CNTs divididos en dos grupos.

De igual forma, en los 18 articulos se analizé la biodistribucion en base al analisis de
organos y tejidos, a los cuales, los CNTs se habian distribuido o acomulado

principalmente.

El analisis mostré que el 27 % de los articulos indicaron que los nanotubos pristinos
se acumulan principalmente en higado, bazo o pulmén, esto debido a que tienden
a aglomerarse y ser poco dispersos en el sistema circulatorio (Yang y et al., 2007,
Liu et al.,, 2010). Lo que provoca que sean capturados por células fagociticas
mononucleares del sistema reticulo endotelial (RES) y finalmente transportados a
los érganos antes mencionados (Figura 7) (Cherukuri et al., 2006).

Por otro lado, el otro 27 % de los articulos indicaron que los nanotubos

funcionalizados se biodistribuyeron principalmente a través del sistema circulatorio,
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aumentando su vida media en circulaciéon (Figura 7). La razén a esto, es que los
CNTs funcionalizados tienden a dispersarse en medios acuosos, de igual forma
pueden tener un grupo funcional con caracteristicas polares, lo que facilita aun mas
esta dispersion y, al mismo tiempo, evita que sean capturados por el sistema RES
(Wang et al., 2004 y Alberdi et al., 2013).

En la grafica 3, se muestra que el 44 % de los articulos reportan que la principal via
de excrecién de los CNTs funcionalizados es a través de la via renal. La razén por la
cual ocurre esto, es debido a que la funcionalizacion de los CNTs permite que sean
tubos individuales, los cuales pueden pasar a través del filtrado glomerular de

manera vertical y sin dificultades (Ruggiero et al. 2010 y Lacerda et al., 2008).

50.00% )  aadag T TTTT——

40.00%

30.00%

P cNTs Funcionalizados
20.00%

CNTs pristinos
10.00%

Numero de articulos

0.00%

Higado, bazo o
pulmon

Mejora
circulacion
sanguinea

Figura 7. Porcentaje de articulos revisados sobre biodistribucién de CNTs divididos conforme al objetivo del
estudio

5.1.1 Principales hallazgos sobre biodistribucién de CNTs

Diversos estudios han observado la acumulacion de CNTs en érganos vitales como
higado y pulmones, y reportado cierta persistencia en ellos de hasta 3 y 3.5 meses
respectivamente (Kobayashi et al., 2017; Yang et al, 2008). Por lo tanto, existe una
creciente necesidad de comprender su absorcidén, distribucion, metabolismo,

excrecion, y sus propiedades farmacoldgicas y toxicolégicas de CNTs en modelos in
vivo (Yang et al.,, 2007; Lin et al., 2013 ).
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La forma mas rapida de poder entender todos estos aspectos es investigando la
biodistribucién de los CNTs, la cual nos indicara la distribucion de los CNTs en todos
los 6rganos o tejidos de un organismo, asi como su comportamiento y destino
especifico. Esto con el fin de evaluar la bioseguridad y toxicologia de los CNTs, para

las aplicaciones que se proponen para esta clase de nanomateriales (Liu et al., 2010).

A continuacién describiremos y analizaremos los estudios que se utilizaron para
este trabajo. Para su analisis se dividid en dos grupos: el primero son los estudios
que utilizaron a nanotubos de carbono pristinos o recubiertos de forma no covalente;
el segundo grupo corresponde a los estudios que utilizan nanotubos de carbono

biomodificados de forma covalente.

5.1.1.1 Nanotubos de carbono pristinos y modificados via no covalente

Se les considera pristinos a los nanotubos de carbono que no han sufrido ninguna
funcionalizacion o modificacion quimica. De igual forma se ha decidido incluir en
este apartado a los CNTs pristinos con modificacion no covalente debido a que su

biodistribucién y farmacocinética es muy similar a la de los CNTs pristinos.

Comenzaremos hablando del estudio realizado por Yang y colaboradores, 2007 ya
que fue uno de los primeros estudios realizados para entender la biodistribucién de
los CNTs pristinos y uno de los mas completos. En este estudio, ellos inyectaron en
la vena de la cola de ratones con una suspensién 200 ug/200 yL de SWCNTs
pristinos (SWCNT-P), para este estudio los nanotubos se enriquecieron con
isotopos de carbono-13 (*C) dentro de su estructura para observar su
biodistribucién. En el estudio se observé que los SWCNT-P se distribuyeron en todo
el cuerpo, con grandes acumulaciones en higado, pulmones y bazo durante un
periodo prolongado (28 dias) (Figura 8). Otro aspecto sobresaliente es que a través
de analisis de microscopia de TEM, observaron SWCNT-P en higado, pulmones y
bazo. Segun lo observado los nanotubos permanecieron intactos y sugirieron que

los SWCNTs son inalterables frente a mecanismos de eliminacién o al metabolismo.
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Figura 8. Biodistribucion de SWCNTSs pristinos (13C-SWNT) en ratones en diferentes momentos posteriores a la
exposicion (Yang et al. , 2007).

También encontraron una pequefia acumulacion de SWCNT-P en el cerebro a los
28 dias del periodo experimental. Los autores sugirieron que los nanotubos
pudieron superar la barrera hematoencefalica para ingresar al cerebro
(posiblemente internalizados por las células endoteliales capilares del cerebro a

través de la fagocitosis) .

Por ultimo, los autores utilizaron los analisis TEM para detectar los nanotubos dentro
de los tejidos y explorar un posible mecanismo de captacion. De las imagenes TEM
que se obtuvieron a partir de secciones ultrafinas del higado, encontraron que los
SWCNT-P estaban atrapados en el fagosoma de macréfagos hepaticos (células de
Kupffer) (Figura 9). Sugirieron que las altas acumulaciones de SWCNT-P en
organos como el higado, el bazo y los pulmones, se da por una rapida absorcion de
los nanotubos por los fagocitos mononucleares en el sistema reticuloendotelial
(RES). Por lo que, concluyeron que el RES es el destino de estos nanomateriales

en modelos in vivo.

Por el contrario, en otro articulo realizado por Singh et al. 2006 donde utilizaron
SWCNTs funcionalizados con un quelante dietilentriamina penta acética (DTPA)

marcado con indio (""In) para fines de formacion de imagenes, reportan que no se
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acumulan en ninguno de los 6rganos del sistema reticuloendotelial (higado o bazo) y
se elimina rapidamente de la circulacion sanguinea sistémica a través de la via de

excrecion renal con una semivida de 3 h (Singh et al., 2006 ).

Como habian reportado Yang y colaboradores, 2007 que los CNTs pristinos se
acomulaban en 6rganos RES (higado o bazo) y pulmén, en este ultimo articulo
Singh y colaboradores, 2006 demuestran que la funcionalizacién de CNTs con el
quelante DTPA puede ser la causa de que no se acomulen en érganos RES, lo que
da pauta a considerar que la funcionalizacion puede modificar el destino in vivo de
los CNTs.

Figura 9. Imagenes TEM de secciones de higado. (A) Nanotubos atrapados en un fagosoma de la célula Kupffer.
(B) Un acercamiento a la seccion sefialada en el rectangulo en A, con flechas negras sefialando los nanotubos.
(Yang et al., 2007).

Aunado a esto, en una revision de Liu y sus colaboradores, 2010 plantean que los
CNTs pristinos tienen una tendencia general a ser capturados en gran medida por el
sistema RES. Esto ocurre debido a que los CNTs pueden unirse faciimente a
proteinas plasmaticas, como por ejemplo albumina u opsoninas. Estas proteinas
pueden tener interacciones superficiales con los CNTs y de esta forma ser

facilmente reconocidas y capturadas por RES (Liu et al., 2010).

También mencionan que los SWCNT-P tienen una gran tendencia a aglomerarse en
racimos apretados. Por lo que, un gran grupo de CNTs incrementara su captura por
RES. Los SWCNTs pristinos son dificiles de tratar, porque son muy dificiles de
dispersar y no forman suspensiones estables. Para que los SWCNT-P tengan una
mejor solubilidad y dispersion en agua, es necesario una modificacidon covalente o

no covalente.
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En un estudio alusivo, Cherukuri et al. 2006 estudiaron la biodistribucion y la
farmacocinética de los SWCNT-P dispersos con una envoltura de surfactante
Pluronic F108 wunida no covalentemente. En este estudio realizaron una
centrifugacion para eliminar los SWCNT-P agregados, y se administraron SWCNT-P
dispersos en conejos por medio de una inyeccion intravenosa. Se utilizd la
fluorescencia infrarroja cercana intrinseca como método de seguimiento para la

acumulacion intracelular de los SWCNTs.

Sus resultados mostraron que los SWCNT-P se acumularon principalmente en el
higado y fueron casi indetectables en rifiones, pulmones, bazo, corazén, cerebro,
meédula espinal, hueso, musculo, pancreas, intestino y piel a las 24 hrs posteriores a
la exposicion. Ademas se exhibié un aclaramiento (eliminaciéon) sanguineo muy
rapido (t 12 b = 1 h), esta rapida eliminacion sanguinea la atribuyeron posiblemente
a que las proteinas séricas circundantes desplazaron la envoltura del surfactante
Pluronic F108 y se adhieren a la superficie del nanotubo. Esto gener6 un posible
reconocimiento por células de Kupffer y llevadas directamente al higado, evitando

asi su excrecion renal (Cherukuri et al., 2006).

En otro estudio, Liu y col. 2006 investigaron la biodistribucion de SWCNTs
recubiertos no covalentemente con fosfolipidos pegilados (PL-PEG), mediante
tomografia por emision de positrones (PET) y espectroscopia Raman en un modelo
animal con un tumor. Se investigd cual era el efecto de utilizar dos diferentes tipos
de polietilenglicol (PEG-2000 y PEG-5400) y el péptido RGD (arginina-glicina-acido
aspartico) para observar la biodistribucion y la capacidad de direccionamiento
tumoral de los SWCNTs en ratones. En sus resultados observaron una acumulaciéon
en el higado y el bazo sin importar el tipo de SWCNT recubierto de PEG 2000 o
PEG 5400, y una menor captaciéon en el tumor, musculo, hueso, piel y otros
organos (Figura 10). Ademas los SWCNTs PEGilados (PEG 2000 y PEG 5400)
exhibieron tiempos de circulacion sanguinea relativamente largos (semivida de
10.25 y 11 horas respectivamente) y una baja captacién por el sistema (RES).
También se encontré que la localizacion eficaz en células tumorales positivas a
integrinas en ratones se logra con SWCNTs recubiertos con (PEG 5400-RGD)
demostraron una mayor acumulacion tumoral de 10-15% de DI por gramo de tejido
(Liu et al., 2006).

55



[a L
T SWNT—PEG,,
g
20 | % B SWNT-PEG,,

5
=
=

alk S

R 2 o S &

& § &F N @

\Q-'& ) qug, & %)

Figura 10. Biodistribucion de SWCNTs en varios 6rganos a las 24 h después de la inyeccion en ratones (Liu et
al., 2006).

En conclusion, se ha visto que los SWCNTs pristinos o los SWCNTs pristinos

funcionalizados no covalentemente tienden a acomularse principalmente en los
organos RES (higado y bazo) y el pulmén después de su administracion (Yang y et
al., 2007). Este reconocimiento por el sistema RES se debe en gran medida a que

los CNTs tienden a aglomerarse y a captar proteinas plasmaticas, lo cual facilita su
captura (Liu et al., 2010). Ademas, presenta un aclaramiento sanguineo muy rapido

(Cherukuri et al., 2006 y Liu et al., 2006).
5.1.1.2 Nanotubos de carbono modificados via covalente
Con base en los estudios realizados sobre la biodistribucidon de los CNTs, se ha
informado que la funcionalizacion, la agregacién y la dispersion de los CNTs

desempenan un papel importante en su destino in vivo (Ali-Boucetta et al., 2013).
De igual forma, en un estudio de Alberdi y col. 2013, sugieren que a las

nanoparticulas que tengan un recubrimiento hidrofilico podria evitar su captacién y

eliminacién por el sistema RES (Alberdi et al., 2013). Debido a lo anterior, a
continuacion se describen y analizan los articulos en los cuales se haya utilizado

algun CNT funcionalizado covalentemente para investigar su biodistribucion.

Comenzaremos hablando sobre la PEGilacién, ya que es un proceso muy comun
que se utiliza para aumentar la dispersién de los CNTs y, ademas, mejorar su vida
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media en circulacion. La PEGilacion es un tipo funcionalizacion de un CNT con una
molécula de polietilenglicol (PEG), esta funcionalizacién se puede realizar mediante
fisisorcion y revestimiento del polimero alrededor del CNT o mediante union

covalente del polimero al CNT (Liu et al., 2008).

La capa polimérica PEG que recubre la superficie de los CNTs funge como un
escudo contra la adsorcion de proteinas (opsoninas), el reconocimiento por los
macrofagos circulantes y los 6rganos RES, por lo que mejora su circulaciéon
sanguinea (Owens et al., 2006). Sin embargo, si los CNTs PEGliados son atrapados
por los macréfagos hepaticos, estos ultimos tendrian a biodefuncionalizar PEG de

los CNTs a través de la accion enzimatica (Yang et al., 2009).

El primer estudio para analizar la circulacién sanguinea y biodistribucion de CNTs
PEGilados de forma covalente fue realizado por Yang y sus colaboradores en el
2008, ellos utilizaron SWCNTs enriquecidos con carbono-13 (*C) y los
funcionalizaron covalentemente con oligomeros de PEG terminados en diamina
(peso molecular medio 1500, SWCNT-PEG1500N). Ellos encontraron que alrededor
del 30% de la dosis inyectada (%ID) permanecio6 en la circulacion sanguinea un dia
después de la exposicidon y calcularon en términos de la decadencia exponencial de
primer orden que podia estar en circulacion hasta 15.3 h. También encontraron que
los SWCNT-PEG1500N tenian una alta dispersabilidad acuosa. Sin embargo y
contrario a lo esperado, observaron captacion en el higado y el bazo hasta 7 dias
después de la inyeccién, como se confirmé mediante espectroscopia de masas de

relacion de isotopos.

En otro estudio similar, Bhirde y colaboradores (2010) investigaron a los SWCNTs
funcionalizados con PEG como vehiculos de administracion del farmaco
anticanceroso cisplatino, asi como su destino in vivo en ratones. Los SWCNT-PEG
se dispersaron eficazmente en medios acuosos en comparacién con los controles, y
no indujeron la apoptosis in vitro. A través de un examen histopatolégico con
hematoxilina y eosina encontraron que los SWCNT-PEG mostraron poca o ninguna
acumulacion en el pulmén. En contraste con los controles de SWCNTs pristinos que
si se acumularon en el tejido pulmonar como grandes agregados, causando
respuestas inflamatorias debido a la presencia de células mononucleares

inflamatorias. Después de 7 dias, las bandas Raman caracteristicas de los
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SWCNTS encontradas en las heces de los ratones revelaron la presencia de rutas
de excrecion biliar o renal, por lo que concluyeron que los SWCNT-PEG pudieron
estar en circulacion hasta por 7 dias en su cuerpo. La adhesion del cisplatino a los
SWCNT-PEG se visualizd6 con microscopia electréonica de transmisién de barrido
con contraste Z. EI SWCNT-PEG-cisplatino inhibié con éxito el crecimiento de
xenoinjertos de tumores HN12 inyectados en la cabeza y cuello de los ratonesl,
exhibiendo un crecimiento del volumen tumoral del 6,25% entre los dias 0 y 8. En
contraste con el control, donde mostré un crecimiento del volumen tumoral del 55%
entre los dias 0 y 8. En conclusion, el SWCNT-cisplatino-EGF puede retardar

eficazmente la progresion tumoral (Bhirde et al., 2010) .

Aunque la PEGilacion es uno de los procesos mas comunmente usados para
aumentar la dispersibilidad de los CNTs, mejorar su circulacion sanguinea y
biocompatibilidad de los CNTs, no es el unico. En muchas ocasiones se utilizan
meétodos quimicos de oxidacidn para generar grupos funcionales como los hidroxilo
y carboxilo en la superficie de los CNTs y asi hacerlos mas hidrosolubles,
dispersables y biocompatibles con el cuerpo del huésped (Jain et al., 2011; Wang et
al.,2004).

Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Wang et al. 2004, ellos utilizaron
SWCNTs hidroxilados y solubles en agua marcados con el radioisétopo yodo 125
(1125-SWCNT-OH) con el fin de estudiar su distribucion en ratones. Para oxidar a
los SWCNTs usaron un método mecano-quimico en fase sélida, el cual consiste en
hacer reaccionar a la superficie de los CNTs con hidroxido de potasio mediante
movimientos mecanicos/energéticos a una temperatura ambiente. La reaccidn
produce SWCNTs modificados directamente con multiples grupos hidroxilos que son
solubles en agua y que pueden autoensamblarse facilmente en matrices compactas
y alineadas. Sus resultados muestran una rapida distribucion de [125-SWCNT-OH
en la mayoria de los érganos, pero con mayor acumulacion en el estobmago, los

rinones y los huesos (Figura 11).

También demostraron que los SWCNTs hidroxilados pueden moverse libre y
rapidamente para alcanzar los objetivos adecuados en todo el cuerpo del ratdn,
comportandose como las tipicas moléculas pequefas. Se le atribuye este novedoso

comportamiento biolégico a su estructura de red excepcionalmente compacta y a su
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buena biocompatibilidad dada por la hidroxilacion. Otro punto a considerar es que,
se encontré que los 1251-SWCNT-OH se excretan principalmente a través de la
orina (Wang et al. 2004).

150

100

ng SWNTols/g wet tissue
o
[=]

Figura 11. Histograma de biodistribucién de 1125-SWCNT-OH (3,52 106 cpm /ml, 15 g / ml) en ratones en ocho
intervalos de tiempo diferentes (Wang et al.,2004).

Analogamente, en otro estudio Wang et al. 2008 analizaron el destino in vivo de
131I-SWCNT-OH. Observaron que entre los 2 y 60 minutos posteriores a la
inyeccion los 131I-SWCNT-OH se acumularon principalmente en rifiones, huesos,
higado, bazo, estbmago y pulmones, y en menor medida en corazon, musculo y piel
(Figura 12). No encontraron captacion en el cerebro. El contenido de
131I-SWCNT-OH en varios tejidos, como el corazoén, los pulmones y los musculos,
tiene una correlacién con su contenido en la sangre, lo que los llevo a sugerir que el

torrente sanguineo es el principal medio de transporte de los 131I-SWCNT-OH.
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Figura 12. Histogramas de biodistribucién de 1311-SWCNT-OH en ratones por administracién via i.v. y i.p. en

diferentes intervalos de tiempo (Wang et al., 2008 ).

Contrario a los estudios anteriores en donde se hidroxilo a los SWCNTs para
hacerlos solubles en agua y compatibles con el fluido corporal, Lin y colaboradores
(2013), marcaron SWCNTs con el radioisétopo yodo-125 (1251) vy sin hidroxilar
para determinar su distribucion en ratas. Ellos encontraron que la radiactividad total
administrada se localiza principalmente en la traquea seguida por la orina,
estdbmago, intestino delgado, suero, vejiga, vaso sanguineo, rindn, higado, pulmén,
suprarrenal, cabeza femoral, bazo, testiculo, timo, tiroides, corazén, grasa, musculo
y cerebro (Figura 13). Aunque este método es muy efectivo para observar la
biodistribucién, ellos recomiendan realizar el experimento en un curso temporal de
24 h, ya que en condiciones fisiologicas el enlace I-C covalente es bastante facil de
romper y los radioisétopos 1251 disociados de los SWCNTs pueden dirigirse a la
glandula tiroides con el transcurso del tiempo, dando asi falsos positivos (Lin et al.,
2013).
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Figura 13. Histograma de biodistribucion de 125I-SWCNT en ratas en cinco intervalos de tiempo diferentes

mediante instilacion intratraqueal (Lin et al., 2013).

Curiosamente en casi todos los estudios mencionados hasta el momento, existe una
concordancia de que los CNTs funcionalizados covalentemente, se acumulan o
eliminan a través de la via renal. Siguiendo el hilo con esto Guo y col. 2007
comunicaron un estudio de biodistribucidn muy similar, en el que funcionalizaron
MWCNTs con glucosamina, posteriormente los marcaron con el radioisétopo
tecnecio-99 (*"Tc-MWCNT-glu) y los inyectaron en ratones. Encontraron que el
9mTc-MWCNT-glu se distribuyd rapidamente por todo el cuerpo de los ratones y se
excreta principalmente a través de la orina. Ademas, mencionan que a pesar de que
el #¥"Tc-MWCNT-glu es una molécula medianamente grande, no observaron
respuestas de toxicidad aguda severa. Por lo que, concluyeron que la
funcionalizacion de los SWCNTs con glucosamina mejora la biocompatibilidad (Guo
et al., 2007).

En otro estudio de Ruggiero et al. 2010 utilizaron SWCNTs funcionalizados
covalentemente con grupos amino (a través de la cicloadicion 1,3-dipolar),
adicionados con dos colorantes fluorescentes [Alexa Fluor (AF488 y AF680] y

quelatos de iones metdlicos (DOTA), vy radiomarcados con %Y
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(SWCNT-[[®Y]DOTA)(AF488 (AF680)]) (Figura 14-a), esto con el fin de entender el

proceso de excrecion renal en un modelo in vivo.

Figura 14. a) Representacion esquematica de los restos clave adjuntos de la construccion SWCNT - [([86Y]
DOTA) (AF488) (AF680)]; b) Mecanismo por el cual los SWCNTs son eliminados via renal por la orientacién de
un flujo (Ruggiero et al. 2010)

En este articulo inyectaron los SWCNT-[[**Y]DOTA)(AF488 (AF680)] en ratones, y a
través de imagenes dinamicas PET observaron una rapida acumulacién (<1 minuto)
en los rifiones (Figura 15-a). La radiactividad en los rifiones alcanzé su maximo a los
3 min (Figura 15-b).

Al mismo tiempo, la radiactividad también aparecié en la vejiga inmediatamente
después de la inyeccién y se estabilizé después de 20 minutos (Figura 14-b ). La
explicacion que ellos ofrecen del porqué siendo el SWCNT-[[**Y]DOTA)(AF488
(AF680)] una molécula tan grande (150-750 kDa) pudo atravesar la filtracion
glomerular, es debido a que, el flujo es lo suficientemente fuerte como para orientar
a los NTC hacia los poros, y que estos puedan atravesarlos sin dificultad (Figura
11-b).
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Figura 15. Imagenes dinamicas PET de la eliminacién renal de SWCNT-[[*Y]DOTA)(AF488 (AF680)] en ratones.
(A) Acumulacion de SWCNTs en secciones coronales de rifidn ; (B) Secciones transversales de vejiga en

diferentes puntos temporales (Ruggiero et al. 2010).

En este estudio no solo demostraron que los SWCNTs funcionalizados se excretan
intactos a través del sistema de filtracion glomerular, sino que también probaron que
el rindn pudo eliminar a los SWCNTs con alta relacion de aspecto (d ~ 1 nm, 100 <
L < 500 nm), carga negativa y un gran peso molecular (150-750 kDa) rapida y
eficazmente. Esto es de suma importancia ya que la eliminacion a través de los
mecanismos renales ofrece la oportunidad de que el huésped elimine los SWCNTs,
lo que permite la posibilidad de estudiar a los CNTs como candidatos para posibles

aplicaciones terapéuticas y de diagnostico in vivo (Ruggiero et al. 2010).
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Aunque pareciera que la funcionalizacion tanto de SWCNTs como de MWCNTs
ayuda a que su excrecion sea via renal, esto se desmiente con un estudio posterior
realizado por Deng y sus colaboradores (2007). En este estudio utilizaron MWCNTSs
con un esqueleto marcado con ™C 'y funcionalizados con taurina
("*C-taurina-MWCNT) (Figura 13), encontraron que los '“C-taurina-MWCNT se
acumularon predominantemente en el higado, en donde no presentaron

biodegradaciéon y una baja toxicidad aguda hepatica.

Al igual que en el estudio de Ruggiero et al. 2010, donde usaron SWCNT de alto
peso molecular (150-750 kDa), los MWCNTs eran de igual forma moléculas grandes
teniendo una longitud de 10 a 600 nm y un didmetro que varia desde los 10 a 20
nm (Figura 16). Sin embargo, los resultados mostraron que no existié una excrecién
renal de los "C-taurina-MWCNT, y por el contrario fueron retenidos en el higado

hasta por 3 meses (Deng et al., 2007).

Figura 16. Imagen representativa de microscopia electrénica de transmision (TEM) para la estructura intacta de
tau-MWCNT (Deng et al., 2007) .

Los autores explican que el tamafio del MWCNT no tuvo gran importancia en la
retencion hepatica, en cambio mencionan que fue por los diferentes grupos de
funcionalizacion en la pared lateral de los MWCNT los que marcaron la diferencia.
Estos grupos funcionales pudieron interactuar con proteinas sanguineas, lo que

promovié la captura de los MWCNTs por macrofagos hepaticos (células de Kupffer)
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(Figura 17). Debido a este atrapamiento se logré impedir la excrecion renal (Deng et
al.,2007).

Figura 17. Imagenes TEM de MWCNT: a) "C-taurina-MWCNT observados en el higado ratén después de 14

dias de la exposicion; b) “C-taurina-MWCNT atrapados en el fagosoma de una célula de Kupffer 7 dias de la

exposicion (Deng et al.,2007;Ruggiero et al. 2010 )

Otro estudio realizado por Singh y col. 2006, funcionalizaron SWCNTs con la
molécula quelante dietilentriaminopentaacética (DTPA) y marcaron con indio ("'In),
obteniendo el conjugado ["MIN]DTPA-SWCNT que luego se inyectd por via
intravenosa en ratones. Realizaron un rastreo de radiactividad de los ["In]
DTPA-SWCNT mediante una gammagrafia, y encontraron que los SWCNTs no se
retuvieron en ninguno de los érganos del sistema reticuloendotelial (higado o bazo)
y se eliminaron rapidamente de la circulacion sanguinea sistémica a través de la via

de excrecion renal.

Lo mas sobresaliente es que se observd un rapido aclaramiento sanguineo con una
vida media de 3 horas, ellos sugieren que la corta vida media en sangre de los
CNTs inyectados por via intravenosa sea una indicacion de una baja interaccién con

las proteinas sanguineas (Singh et al., 2006).

En otro estudio similar, Lacerda et al., 2008 administraron MWCNTs radiomarcados
con ™In y funcionalizados con DTPA-MWCNT (['"In] DTPA-MWCNT) por via

intravenosa en ratas. Encontraron que los MWCNTs se localizaron principalmente
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en los rinones 30 min posteriores a la inyeccion y luego gracias a la tomografia
computarizada dinamica de emision de foton unico de cuerpo entero (SPECT / CT)

observaron su excrecion a través de la orina (Lacerda et al., 2008).

De los estudios anteriores podemos concluir que la excrecion renal o acumulacion
en organos del sistema reticuloendotelial de los SWCNTs o MWCNTs
funcionalizados va a depender del grado en el que el agente quimico se funcionaliza
en la superficie del CNT (permitiéndole asi la individualizacion o una desagregacion)
(Yang et al., 2008; Cherukuri et al., 2006). También parece el tipo de agente quimico
funcionalizado (Deng et al.,2007; Ruggiero et al. 2010) y en menor medida la via de

administracion.

En un estudio realizado por Lacerda y sus colaboradores en el 2008, elucidaron el
mecanismo por el cual se eliminan los CNTs del torrente sanguineo, a través de su
translocacién por el sistema de filtracion glomerular hacia la orina. Ellos realizaron
este estudio mediante imagenes TEM de cortes ultrafinos de la corteza renal (70
nm) de ratones BALB / ¢ a los 5 y 30 min después de haberles administrado
MWCNTs funcionalizados y dispersos mediante el método de la cicloadicion

1,3-dipolar.

En sus resultados observaron MWCNTs individuales ubicados en la luz capilar renal,
se translocaron a través de la barrera de filtracién glomerular unicamente si su eje
longitudinal estaba orientado verticalmente hacia las fenestraciones endoteliales y

se encontraban bien dispersos (Figura 18-c-d, las flechas indican MWCNT).

Por el contrario, encontraron que los MWCNTs aglomerados podrian encontrarse en
los capilares glomerulares ya que no pudieron translocarse a través del sistema de

filtracion renal ( Figura 18-b, ver linea discontinua).

Ellos sugieren que el mecanismo por el cual los MWCNTs atraviesan la barrera de
filtracion glomerular implica la adquisicion de una conformacion espacial en la que la
dimensién longitudinal del CNT es perpendicular a las fenestraciones endoteliales.
El diametro medio exterior de los MWCNTs utilizados estaba entre 20 y 30 nm y
tenian una longitud entre 0,5 y 2 micras, en comparacion con las dimensiones de la
pared capilar glomerular, el cual tiene un diametro minimo de la fenestra de 30 nm; y

un grosor de la membrana basal glomerular en roedores y humanos de 200-400
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nm, y un ancho del podocito epitelial rendijas de filtracion es de 40 nm (Figura 18),
sugieren la posibilidad que los MWCNTs son capaces de reorientarse perpendicular
a las fenestraciones endoteliales mientras estan en circulacion sanguinea, y asi
poder pasar facilmente al espacio de Bowman y posteriormente acumularse en la

vejiga y excretarse en la orina (Figura 18).

En conclusion los autores dicen que la translocacion de los MWCNTs de la luz
capilar renal hacia el espacio de Bowman depende de su orientacién vertical, su
estructura tubular, la carga superficial y el grado de individualizacién. Si los CNTs
inyectados estan agregados o haces, no podran atravesar el filtro glomerular y se
acumulara en el higado, el bazo o los pulmones, como se ha observado en varios
estudios ya antes mencionados (Liu et al., 2006; Cherukuri et al.,2006; Yang et al.,
2007).

Figura 18. Aclaramiento renal de CNTs. a) Barrera de filtracion glomerular de ratones BALB / c: P, podocito; BM,
membrana basal; FE, endotelio fenestrado; EC, célula endotelial; RBC, glébulo rojo.Imagen recuperada de
Lacerda et al., 2008.
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En conclusion, la funcionalizacidon es un factor muy importante en el destino in vivo
de los CNTs, ya que esta permite dispersar y mejorar su biocompatibilidad con el
hospedero (Wang et al., 2004). De igual forma funge como un escudo contra la
adsorcién de proteinas, el reconocimiento por los macrofagos circulantes y los
organos RES (Alberdi et al., 2013). Por lo que, tiende a incrementar su tiempo de
circulacién sanguinea y con esto la capacidad para dirigirse a algun tumor en el
hospedero u otro sitio de interés (Bhirde et al., 2010; Ruggiero et al. 2010). Ademas,
el grado en el que el agente quimico se funcionaliza en la superficie del CNT vy el
tipo de agente quimico funcionalizado van a definir su biodistribucién y también su
excrecion renal (Lacerda et al., 2008). Todas estas caracteristicas convierten a los

CNTs funcionalizados en candidatos para posibles aplicaciones terapéuticas.

Esta conclusion esta expresada graficamente en la Figura 19. para su mayor

entendimiento.

BIODISTRIBUCCION

+ Tendencia a

aglomerarse
en paquetes.

+ Dificiles de dispersar en

suspension acuosa

« Estables frente a la

biotransformacién y procesos de

* Mejora su solubilidad y dispersién

en agua.

* Permite la individualizacién
* Mejora su biocompatibilidad.
*« Le otorga nuevas propiedades

farmacolégicas y fisicoquimicas.

digestién. N
!gl.!s on L B * Escudo contra la adsorcién de
* Facil unién a proteinas .
L. proteinas
plasmaticas l o
» ]
o 9
> =]
(-] >
s (< l
o

Reconocimiento y captacion
de CNTS por fagocitos
mononucleares en el sistema
reticuloendotelial (RES).

l

* Acumulacién en: higado, los pulmones y el .
bazo.

* Dificultad para ser excretados via renal. .

* Tiempo de circulacién sanguinea muy corto. .

* Mayor toxicidad. .

Evita reconocimiento por los
macréfagos circulantes y los
érganos RES (higado o bazo).

l

Acumulacién en: rifiones, hueso y torrente
sanguineo.

Excrecién renal y heces.

Aumenta el tiempo en circulacién sanguinea.
Candidatos para posibles aplicaciones terapéuticas y
de diagnéstico.

ocasion
ocasiona

Figura 19. Figura esquematica que resume efectos observados en estudios de biodistribuciéon de nanotubos de

carbono pristinos y funcionalizados.
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5.2 Efecto citotoxico de los CNTs en Modelos In vivo

Como se menciond anteriormente, se revisaron un total de 41 articulos sobre los
CNTs, de los cuales, 18 correspondieron especificamente a la biodistribucion de
CNTs y 23 referentes a la toxicidad de CNTs.

En este apartado se presentaran y analizaran unicamente los articulos sobre la
toxicidad de los CNTs.

De los 23 articulos analizados sobre la toxicidad de los CNTs, se encontré que el
65.2 % corresponde a estudios con nanotubos pristinos y un 34.7 % de los estudios

se realizaron con nanotubos de carbono funcionalizados (Figura 20).

Contrario a la figura 6, la figura 20 muestra un mayor porcentaje de articulos que
tratan sobre CNTs pristinos en contraste a su contraparte de articulos sobre CNTs
funcionalizados. La razén de esto puede ser, debido a que la funcionalizacién es
capaz de mejorar la biocompatibilidad de los CNT y, en consecuencia, minimizar la
probabilidad de toxicidad (Khalid et al., 2016). Dando como resultado, la existencia
de un mayor numero de articulos publicados sobre la toxicologia de CNTs pristinos

en comparacion con su contraparte.

Toxicologia

m CNTs funcionalizados

B CNTs pristinos

Figura 20. Porcentaje de los 23 articulos revisados sobre toxicidad de CNTs divididos en dos grupos.

Aunque existen un sin fin de articulos publicados sobre la toxicidad de los CNTs, en

muchos de ellos estudian su toxicidad desde diferentes aspectos, tales como su
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diametro, tipo de CNTs (SWCNT o MWCNT), si estd funcionalizado o no. En
muchos otros articulos se estudia algun tejido u 6rgano en especifico para saber los
efectos téxicos de los CNTs, o si esta misma toxicidad pudiera dirigirse
especificamente a células tumorales. Es por esta razén, que se analizaron los
articulos conforme a los aspectos antes mencionados. Los resultados de este
analisis estan representados en la figura 21.

Toxicidad observada

W Diametro-longitud CNT
W Pulmon

Piel
B Menor dafio por

funcionalizacion

W Agregacion plaguetaria

W Cancer

Figura 21. Porcentaje de los 23 articulos revisados sobre toxicidad de CNTs divididos conforme al objetivo del
estudio

5.2.1 Principales hallazgos sobre la toxicidad de CNTs

El término toxicidad proviene del latin toxicus, que ha dado también en espaniol el
sustantivo tosigo, “veneno”. Ambos derivan del griego 10gIkO¢ (toxikos, “relativo al
arco”), y este a su vez de 16fov (toxon, “arco”, “flecha”). El significado actual
proviene de la expresion TolikOv @dpuakov (toxikon farmakon, “veneno en las
flechas”) (RAE: https://dle.rae.es/t%C3%B3sigo). Para fines practicos utilizaremos la
siguiente definicion de toxicidad: Toxicidad es la capacidad de cualquier sustancia
quimica de producir alteraciones patologicas hacia cualquier ser vivo, al entrar en
contacto con él. Ninguna sustancia quimica puede ser considerada no toxica, puesto

que cualquier sustancia (Incluso el agua o el oxigeno) es capaz de producir un
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efecto toxico si se administra la dosis suficiente. Esto queda representado en la

famosa frase de Paracelso “s6lo la dosis hace al veneno” (Gilbert, 2012).

La toxicidad de una sustancia quimica depende de su naturaleza quimica, la dosis y
la idiosincrasia del organismo. Considerando estos factores se puede llegar a una
reaccion fisioldgica causada por un veneno o sustancia téxica, la cual se define
como “intoxicacion”. Existen 3 formas de intoxicacién: aguda, subaguda y cronica.
La intoxicacion aguda se refiere a exposiciones o efectos a corto plazo, es decir
estudios de corta duracion, normalmente de 24 h, o de dos semanas o menos,
iniciados por la administraciéon de una dosis unica. La intoxicacion subaguda es la
exposicion o administracion repetida normalmente durante 21 dias. Y por ultimo, la
intoxicacion cronica se refiere a una exposicion continua a una sustancia toxica que
produce efectos adversos durante un periodo prolongado (meses o afos), éstos
pueden aparecer durante o después de interrumpida la exposiciéon (Repetto y Sanz,
1993).

De acuerdo a la definicion anterior podemos considerar a los CNTs como una
sustancia toxica, sin embargo, la dosis necesaria para considerarlos de esta manera

aun es incierta (Murray et al., 2009).

Como se argumentd en secciones previas, los CNTs tienen el potencial de usarse
para diferentes aplicaciones industriales, tecnolégicas y biomédicas. Sin embargo,
aun existe la inherente posibilidad de que los CNTs resulten ser demasiado toxicos
tanto para aplicaciones biomédicas como para la contaminacion del medio
ambiente. Es por esto, que la toxicidad de los CNTs es la principal preocupacion de
inversionistas y cientificos a nivel mundial y se han realizado innumerables estudios
para entender los efectos que tienen los CNTs en diferentes modelos de animales y
lineas celulares a diferentes dosificaciones (Monteiro-Riviere et al., 2005; Lam et
al.,2004).

De hecho, esta preocupante toxicidad de los CNTs ha sido motivacién de diversos
estudios tanto en modelos in vivo como in vitro. En estos estudios se le atribuye la
toxicidad a varios factores intrinsecos que incluyen la longitud de los CNTs, su

agregacion, el tipo de funcionalizacion, el método de exposicién e incluso el
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dispersante utilizado para solubilizar los nanotubos. De igual forma, se ha analizado

cémo se induce una toxicidad especifica en los diferentes 6rganos del cuerpo.

En la siguiente seccion se revisa la toxicidad de los CNTs, conforme los aspectos

mencionados.
5.2.1.1 Efecto del diametro y la longitud de los CNTs

Las nanoparticulas de alta relacion de aspecto (HARN) son pequefias moléculas
con una longitud muchas veces mayor que su ancho. Entre estas nanoparticulas se
encuentran los CNTs, ya que por lo general tienen una mayor relacién de aspecto,
debido a que son similares a pequenas fibras largas o varillas. Gracias a esto,
obtienen una mayor toxicidad potencial para los organismos vivos que en
comparaciéon con los CNTs de menor relacion de aspecto (diametros mas grandes o

longitudes mas cortas) (Donaldson et al., 2013).

La toxicidad de los CNTs con alta relacién de aspecto se debe a que estan mas
dispuestos a fluir a través de los capilares y adherirse a las paredes de los vasos
sanguineos, causando trombosis y agregacion plaquetaria (Ferrari, 2008; Radomski
et al., 2005).

Segun la hipotesis de Stanton y Pott, otra forma en la que los CNTs pueden ser
toxicos, es debido a que, al igual que muchas otras estructuras los CNTs son fibras
biopersistentes, con rangos de diametro y longitud bien definidos. Estas fibras sin
importar su naturaleza fisicoquimica tienen la posibilidad de causar cancer,
simplemente por el hecho de ser una fibra. Esto se conoce como el paradigma de la
fibra (Fukushima et al., 2018).

Debido a este paradigma de la fibra, los CNTs son comparados con el asbesto por
los posibles dafios que pudiera causar. Ya que tienen diametros nanométricos vy
formas fibrilares muy similares. La estructura generalizada de toxicologia de las
fibras implica el diametro, la longitud y la biopersistencia (Figura 22). Como es bien
sabido en la toxicologia clasica, la respuesta del paradigma sigue a la dosis, esta
comprobado que los CNTs por tener una forma fibrilar, son proclives a depositarse
en los pulmones y acumularse a una dosis altas en varios sitios del revestimiento de

las células epiteliales, pleura y el parénquima, lo que lleva a los efectos pulmonares

72



y patologias pleurales (Donaldson et al., 2013). La preocupacion se extiende a que
puedan provocar enfermedades pulmonares similares al asbesto, como fibrosis
pulmonar, cancer de pulmén, placa pleural y mesotelioma (tipo de cancer del
revestimiento de los pulmones causado por la exposicion al amianto). (Donaldson et
al., 2013; Xu etal., 2012).

Permite la penetracidn y

K7 = 2

-

el depdsito mds alla de las : 0%29; L i D
vias respiratorias ciliadas ; -, "’ ) . .... . . X 0= .‘ : -.:
-an® - - - ."‘ o™,z

fibras biopersistentes = amianto

Posibilidad de causar cancer

Figura 22. Diagrama que resume el paradigma de la patogenicidad de la fibra. Tres caracteristicas biofisicas
gobiernan si una fibra sera patégena: longitud, delgadez y biopersistencia (modificada de Donaldson et al.,
2013).

Para investigar esto, Xu y colaboradores (2012) administraron MWCNT-7 pristinos
(Mitsui-7), con un diametro que varia de 0.01 a 0.2 pm y una longitud de varios
micrometros, en el pulmén de ratas a través de su traquea. Esto con la finalidad de
comprobar si inducen lesiones mesoteliales. Sus resultados mostraron que el
tratamiento indujo lesiones proliferativas hiperplasicas del mesotelio visceral, con
sus indices de antigeno nuclear de células en proliferacion aproximadamente 10
veces mayor que el del control. Aunque los MWCNTs no se encontraron en las
propias lesiones proliferativas mesoteliales, en la cavidad pleural se observo
abundante infiltraciéon de células inflamatorias, compuestas principalmente por
macrofagos. Esto les llevd a la conclusion de que las lesiones proliferativas
mesoteliales fueron inducidas por eventos inflamatorios en el pulmén y la cavidad
pleural y probablemente mediadas por macrofagos (Xu et al., 2012; Takagi et al.,
2008).
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Siguiendo el hilo con esto, en otro estudio Poland y sus colaboradores, 2008
informaron que después de la instilacion intraabdominal de dos diferentes MWCNTs
pristinos largos (13 y 56 pym), los MWCNTs podrian causar inflamacioén en el lado
peritoneal del diafragma, con formacién de granulomas o cicatriz de la superficie
mesotelial y de las llamadas células gigantes de cuerpo extrano ( (FBGC) a los 7
dias de su exposicion. Los granulomas comprendieron agregados de células que
contienian fibras, macrofagos, y también FBGC, con MWCNT y depésito asociado
de colageno dentro de las lesiones. Por otra parte, no se observo respuesta
inflamatoria con los otros dos diferentes MWCNTs cortos (5 y 20 um), ya que fueron

absorbidos efectivamente por macréfagos mediante una fagocitosis eficiente

Con base en los articulos anteriores, queda claro que los CNTs y macrofagos juegan
un papel fundamental para el desarrollo de lesiones mesoteliales e inflamacion
pulmonar. Sin embargo, aun no se sabe del todo, cual es el mecanismo por el que

ocurre esto. Por lo que, muchos investigadores han expuesto alguna explicacion.

Un mecanismo plausible sobre el desarrollo de mesotelioma lo dan Sharifi et al.
2012, ellos definen a la fagocitosis como un mecanismo por el cual el fagocito ejerce
una gran fuerza de torsion sobre su citoesqueleto para poder engullir agentes
externos al cuerpo. Un macrofago al intentar fagocitar a un CNT con una alta
relacion de aspecto, es decir, fibras que exceden significativamente el tamafio de
los macrofagos y generalmente se consideran de 10 a 20 mm de largo, provoca un
mayor dafo en su maquinaria de fagocitosis y, a su vez, impide que se forme un
fagosoma completo provocando que los radicales de oxigeno dafinos del
macréfago y las enzimas hidroliticas se liberan extracelularmente. Esto generaria
una inflamacién crénica, conduciendo a eventos mutagénicos adicionales y
finalmente a la posible formacién de mesotelioma. (Sharifi et al., 2012; Donaldson et
al., 2006; Warheit, 2003).
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5.2.1.2 Efecto de la agregacion de los CNT

Como ya se ha mencionado, los CNTs pristinos con forma de varilla (gran relacion
de aspecto) son capaces de dificultar la fagocitosis, ademas de no poder realizar la
translocaciéon a través del sistema de filtracién renal (Lacerda et al., 2008) y, en
consecuencia, tienden a estar expuestos a interactuar con cualquier proteina o
célula sanguinea, donde pueden alcanzar los capilares y adherirse a las paredes de
los vasos sanguineos, generando una trombosis por agregaciéon de plaquetas
(Ferrari, 2008).

Radomski y colaboradores (2005) descubrieron que la inyeccidon simultanea de
SWCNTs y MWCNTs a una dosis de 50 pg /ml provocaba la trombosis de las
arterias carétidas de las ratas. El mecanismo que ellos propusieron fue que tanto los
SWCNTs como los MWCNTs formaron grandes aglomerados (hasta 10 um) dentro
del organismo (Figura 23). Estos paquetes de aglomerados de CNTs permitieron la
agregacion de las plaquetas debido a que imitaban los puentes moleculares que
participan en las interacciones entre plaquetas. Ademas, la carga superficial de los
CNTs interaccionan directamente con los bloqueadores selectivos de la agregacion
plaquetaria GPIIb / llla, inhibiendo asi su funciéon y permitiendo la agregacion

plaquetaria.

Figura 23. Microscopia electrénica de transmision y contraste de fase. a) micrografia de control-plaquetas no
estimuladas; b) Grandes agregados de plaquetas producidos por CNTs (Radomski et al.,2005)

En otro estudio de Mutlu y sus colaboradores (2010), probaron la hipétesis de que la
toxicidad pulmonar asociada con los SWCNTs es atribuible a la gran relacion de

aspecto de las particulas individuales. En sus resultados encontraron que a los
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ratones tratados con SWCNTs agregados obtuvieron granulomas con fibrosis leve
en las vias respiratorias 30 dias después de su administracion intratraqueal. Por el
contrario, a los ratones que de igual forma se les administr6 SWCNT dispersos no
presentaron granulomas en las vias respiratorias. Un examen de secciones de
pulmoén de ratones reveld una mayor captacion de los SWCNTs dispersos por los
macrofagos que su contraparte SWCNT agregados. Con base en esto, llegaron a la
conclusién de que la toxicidad de SWCNTs in vivo recae con mayor peso en la
agregacion del nanomaterial en comparacion con la gran relacion de aspecto de los

nanotubos individuales.
5.2.1.3 Efecto de la funcionalizacion de los CNT

La funcionalizacion es capaz de mejorar la biocompatibilidad de los CNT vy, en
consecuencia, minimizar la probabilidad de toxicidad, como por ejemplo, la
penetraciéon de la envoltura celular, la oxidacién de los componentes celulares, la
produccion de productos secundarios como iones de metales pesados disueltos o
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la interrupcion de la transferencia de

electrones a través de la membrana (Khalid et al., 2016).

De esta ultima, Park y sus colaboradores (2003) demostraron que los SWCNTs
pristinos con un diametro de aproximadamente 0.9 nm pueden bloquear los canales
de iones de potasio de dos a tres veces mas eficientemente que los fullerenos de
carbono esféricos (Figura 24). La razén por la cual ocurre esto es que los SWCNTs
interaccionan externamente con los poros del canal idénico mediante enlaces
electronicos y / o quimicos débiles y, por lo tanto, obstaculizar el movimiento de los
iones o, alternativamente, evitar mas pasos conformacionales. Aunque este estudio
tenia como objetivo utilizar a las SWCNTs para fines de estudios fisiologicos, la

inherente toxicidad de bloguear un canal id6nico fue reportado.
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Figura 24. Simulacién, donde un SWCNT con un diametro medio de 0.9 nm, se acopla encima del filtro de

selectividad de canal idénico por medio de enlaces débiles e impide el paso de iones (Park et al., 2003).

En otro estudio realizado por Manna, et al.,, 2005, evaluaron la toxicidad de los
SWCNTs pristinos en células de queratinocitos humanos. Sus resultados mostraron
un aumento del estrés oxidativo y la inhibicion de la proliferacién celular en
respuesta al tratamiento de queratinocitos con nanoparticulas SWCNTs. Ademas,
comprobaron que el mecanismo de sefalizacion en los queratinocitos tras el estrés
causado por la exposicidn a particulas SWCNTs es por medio de la activacién del
complejo proteico NF-KB de una manera dependiente de la dosis en los

queratinocitos humanos.

En los dos articulos anteriormente mencionados se utilizaron SWCNTs pristinos en
sus experimentos, sin embargo, la toxicidad reportada fue diferente. Esta toxicidad
puede reducirse mediante la funcionalizacion con un grupo funcional polar unido

covalentemente (Sayes et al., 2006).

La razén por la cual se requiere un grupo funcional polar es debido a que los CNTs
son hidrofébicos, y requieren de grupos funcionales hidrofilicos para poder ser
biodistribuidos a través de la sangre facilmente, y de igual forma ser excretados con
mayor facilidad via renal (Liu et al., 2009). De lo contrario, si no son funcionalizados
de manera covalente o no covalente con un grupo funcional polar, los CNTs tienden

a aglomerarse y causar varios de los efectos toxicos ya antes mencionados.

Existen dos formas de solubilizar a los CNTs, por la funcionalizacion covalente y por

la no covalente. Las reacciones quimicas que forman enlaces con las paredes
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laterales de los nanotubos se llevan a cabo en el caso de la funcionalizacion
covalente, mientras que la funcionalizacion no covalente aprovecha las
interacciones favorables entre el dominio hidréfobo de una molécula anfifilica y la
superficie de CNT, proporcionando nanotubos acuosos envueltos por algun

tensioactivo (Liu et al., 2009).

Se han desarrollado varias reacciones covalentes para funcionalizar los CNTs,
siendo la oxidacién una de las mas comunes. En un estudio alusivo a esto realizado
por Luo y sus colaboradores (2016), evaluaron los posibles efectos toxicolégicos de
los nanotubos de carbono de paredes multiples oxidados (O-MWCNT) en
macréfagos RAW 264.7 in vitro. Sus resultados mostraron que los O-MWCNT tenian
efectos muy limitados sobre el estrés oxidativo, la toxicidad celular y la apoptosis.
En contraste con su control de MWCNT pristinos, donde muestran una mayor
citotoxicidad que los O-MWCNT, danando la viabilidad celular e induciendo la
apoptosis celular (Figura 25). EI mecanismo interior de citotoxicidad causado por
MWCNTs aun no esta claro ahora; sin embargo, la longitud, la quimica de la
superficie, los grupos funcionalizados, la agregacién y las impurezas (por ejemplo,

metales, nanoparticulas de carbono) influyen en la citotoxicidad de los MWCNT.
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Figura 25. Micrografias electronicas (TEM) de macrofagos RAW 264.7 tratados con 200 ug / mL de O-MWCNT
durante 24 h. a) macrofagos control sin MWCNTs; b) macréfagos tratados con O-MWCNT los muestran en
vacuolas; (c) penetracion de MWCNT en el macrofago; (d) O-MWCNT residen en el citoplasma y otros en las

vacuolas (Luo et al., 2016),

En otro articulo realizado por Kam y sus colaboradores (2005) realizaron un estudio
con SWCNTs funcionalizados no covalentemente con un resto de polietilenglicol
(PEG) y grupo terminal de acido folico (FA) para el tratamiento contra células
cancerigenas. Sus resultados mostraron que una destruccion selectiva de células
cancerosas se puede lograr mediante la internalizacion selectiva de SWCNTs dentro
de las células marcadas con marcadores tumorales del receptor de folato y muerte
celular desencadenada por NIR, sin dafiar las células normales sin receptor.
Ademas, el tratamiento con los SWNTs PEGilados con una alta densidad de anfifilos
(PL-PEG), no mostré ni un aumento de la apoptosis o la necrosis, ni una menor

proliferacion de las células normales sin receptor.

Por ultimo,se puede concluir que la toxicidad de los nanotubos de carbono depende
tanto del tipo de funcionalizacion como del comportamiento de agregacion de los

mMismos.
5.2.1.4 Vias de exposicion

Para la sintesis de los CNTs, ya sea por descarga de arco, ablacion laser o
deposicion quimica de vapor desde hidrocarburos, se requieren catalizadores de
metales de transicion para ayudar a descomponer la fuente de carbono y ser la
base de la nucleacién para la formacion de los CNTs (Wang et al., 2004). De igual
forma, para su fabricacién se requieren de medidas de seguridad muy rigurosas, ya
que, debido a sus caracteristicas livianas, los polvos pristinos de SWCNTs
sintetizados se dispersan facilmente en el aire y se depositan en superficies
horizontales, como mesas de trabajo y piel expuesta, durante manipulaciones tales
como transferencia de material, el pesaje, el agitador vortex y ultrasonidos (Lam et
al.,2004; Lam et al., 2006; Johnson et al., 2010).

Por lo tanto, las personas que trabajan en las instalaciones de fabricacion y los
laboratorios tienen un mayor riesgo de exposicion crénica a los CNTs con metales
de transicion, tanto por inhalacién como por el contacto dérmico. Se calcula que

durante los procesos de produccibn de SWCNTs a pequefa escala, su
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concentracion en el aire puede ser de <53 pug / m®si se maneja con cuidado. Con
base en esto, se estima que los trabajadores podrian alcanzar una carga pulmonar
total de 5 a 10 g de SWCNTs dentro de 1 a 2 afios después de trabajar con estos

nanomateriales (Maynard et al., 2004).

Cabe destacar que, los trabajadores pueden estar expuestos a una mayor cantidad
de SWCNTs a través del contacto dérmico en lugar de la via respiratoria. Maynard y
colaboradores (2004) realizaron un analisis de los guantes usados por los
trabajadores que sintetizaron SWCNTs. Sus resultados mostraron depdsitos de
SWCNTs en los guantes de aproximadamente 0.2 mgy 6 mg por mano después de

cada sesion de manipulacion con el nanomaterial.

En un estudio alusivo de Monteiro-Riviere et al., 2005 buscaron entender las
interacciones entre los MWCNTSs pristinos y los queratinocitos epidérmicos humanos
(HEK). Ellos encontraron que aproximadamente un 84% de los queratinocitos
tratados con 0.4 mg / ml de MWCNTs pristinos estaban afectados a las 48 h. Es
decir, presentaban MWCNTs dentro de sus vacuolas citoplasmaticas (de hasta 3.6
pum de longitud) o indujo la liberacién de la citocina interleucina 8 proinflamatoria de
las HEK de una manera dependiente del tiempo. EI mecanismo tanto de la
penetracion como del efecto queda por dilucidar. Por lo que, no proporcionan
informacion sobre si tales estructuras son un riesgo para las personas expuestas
ocupacionalmente, ya que los cultivos de queratinocitos carecen de la barrera
protectora del estrato cérneo que se ve con la piel intacta (Monteiro-Riviere et al.,
2005)

Aunado a esto Rouse y col. 2007 acoplaron un péptido (NLS, secuencia primaria
H-Pro-LysLys-Lys-Arg-Lys-Val-OH) con un fullereno y afadieron un marcador
fluorescente (3.5-400 nm), esto con el fin de observar la permeabilidad del alétropo
en la piel porcina. La simulacion de la tensién mecanica de la piel (como caminar)
—flexién de la piel— resultdé en la penetracion del fullereno-péptido en la piel.
Ademas, la penetracion dependia del momento en que se aplicd la tensidon
mecanica; la flexion debe continuar durante al menos 60 minutos para permitir la
penetracion. La razén por la cual existi6 una penetracion de una meluca
relativamente grande (de hasta 400 nm) en la piel porcina es debido a que la

estimulacibn mecanica que ocurre durante estos movimientos repetitivos puede
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alterar la organizacién estructural de la piel y conducir a un aumento de la
penetracién de estas nanoparticulas al comprometer la barrera de permeabilidad de

la epidermis (Rouse et al., 2007).

El estudio de Monteiro-Riviere et al., 2005 menciona que los queratinocitos carecen
de la barrera protectora del estrato coérneo, y por lo tanto no pueden extrapolar la
toxicidad de los MWCNTs hacia la exposicion que sufren los trabajadores de
fabricas de nanomateriales carbonosos. De igual forma, los resultados de Rouse et
al., 2007 mencionan que los fullerenos pueden penetrar la dermis porcina siempre y
cuando esta esté estimulada por un estiramiento. Aunado a esto, en un articulo de
revision sobre la permeabilidad dérmica de las nanoparticulas, mencionan que las
nanoparticulas de aproximadamente 500 Dalton pueden difundir por la dermis
siguiendo una ruta intracelular. Esta disfuncion podria ocurrir a una distancia de
unos cien um (digamos h '= 500 um) a través del espacio intercelular lleno de lipidos
(Schneider et al., 2009).

Con base en esta informacion, puede ser posible que los CNTs lleguen a
trasladarse a través de las diferentes vias de absorcion disponibles en la piel, como
los huecos de las células del estrato cérneo (penetracion intracelular), los foliculos
pilosos, los conductos sudoriparos (penetracion transapendicular) y, finalmente, a
través de las propias células (penetracion transcelular) (Schneider et al., 2009). Sin

embargo, aun faltan estudios que corroboren dicha informacion.

Por otro lado, tras la administracion a través de la piel, una de las caracteristicas
mas importantes de los CNTs que afecta a su toxicidad es la pureza. En un estudio
realizado por Murray et al. 2009, comprobaron que los SWCNTs no purificados
(hasta con un 30% de impurezas de hierro) son capaces de causar dafos en la piel
de los ratones SKH-1 sin pelo inmunocompetentes, el dafo incluia un agotamiento
del glutation, estrés oxidativo, oxidacion de tioles y carbonilos de proteinas, una
elevada actividad mieloperoxidasa, aumento del numero de células dérmicas y
engrosamiento de la piel como resultado de la acumulacién de leucocitos

polimorfonucleares (PMN) y mastocitos.

Contrario a lo anterior, en un estudio realizado por Huczko y Lange (2001) sobre los

posibles riesgos de alergias cutaneas al trabajar con el hollin que contiene CNTs,
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encontraron que de los ensayos dermatoldgicos aplicados en voluntarios humanos y
conejos no mostraron ningun signo de peligro para la salud relacionado con la
irritacion de la piel y riesgos alérgicos. Aunque existen diversos articulos sobre la
toxicidad de los CNTs en la piel, hasta el momento hay poca informacion disponible

sobre el grado de toxicidad y absorcion cutanea (Monteiro-Riviere et al., 2005).

Por ultimo, a continuacién se presenta un esquema donde se sintetiza todo lo
relacionado con la toxicidad de los CNTs con base en los articulos revisados (Figura
26).

1) Didametroy la longitud:

* Alta relacion de aspecto (asbesto). * Generan trombosis y  agregacion
* Dificultad de fagocitosis. plaquetaria.

2) Agregacion de los CNT:

+ Dificulta la filtracion renal * Provoca trombosis y  agregacion
* Genera granulomas en vias respiratorias plaguetaria

3) CNT pristinos:
* Bloguean canales de ionicos.
* Aumentan el estrés oxidativo.

4) Funcionalizacién de los CNT:
* Mejorar la biocompatibilidad

* Biodistribucion facilitado

+ Inhiben la proliferacion celular.
* Inducen la apoptosis celular.

por grupos

* Minimizala toxicidad polares
1) Pulmonar:
* CNTs provocan fagocitosis frustrada. * Cronicamente se promueve el

* Macrofagos producen ambiente con mesotelioma.
estrés oxidativo, inflamacion vy

Vias de genotoxicidad.

exposicion

O>»0—-—0-X0H+H

2) Dérmica: .
* El dafio depende de sus impurezas
(metales de transicion)

Engrosamiento de la
acumulacion de leucocitos.
+ Estrés oxidativo.

piel  por

Figura 26.Figura esquematica que resume efectos observados en estudios de toxicidad de nanotubos de

carbono pristinos y funcionalizados.
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6. Retos y oportunidades

Los nanotubos de carbono son uno de los materiales mas importantes descubiertos
hasta la fecha que pueden ser utilizados en toda la revolucién nanotecnoldgica. Este
alotropo del carbono, tiene propiedades eléctricas, mecanicas y quimicas que han
entusiasmado a investigadores a desarrollar aplicaciones biomédicas. Estas
aplicaciones van desde la creacion de biosensores moleculares, terapia geénica,
utilizarlos como andamios para el crecimiento de tejidos, liberacion de farmacos y

muchos otros.

Sin embargo, a pesar de ser una gran promesa por sus multiples aplicaciones, aun
debe enfrentar problemas muy importantes. A continuacion mencionan algunos de

estos.

Aunque en los estudios analizados sobre los CNTs funcionalizados son muy
prometedores, aun no podemos descartar que en muchos de ellos, no se logra
evitar cierto grado de toxicidad, ya sea por que los CNTs tienen dimensiones
similares fibras y causan dificultad a los macrfagos para fagocitarlos, o porque

tengan impurezas metalicas que ocasionan toxicidad.

De igual forma existen muchos inconvenientes al querer comparar los resultados de
biodistribucidén o toxicidad de los CNTs. Esto debido a que en las metodologias de
los articulos, se utilizan diferentes grupos quimicos para funcionalizar, diferentes
radiomarcadores, diferentes tipos celulares y animales (ratas o ratones) o miden
diferentes aspectos fisicoquimicos de los CNTs. Por lo tanto, los datos de

biodistribucidn obtenidos no favorecen su comparacion.

Se identifican algunos retos para favorecer el analisis de las bioaplicaciones de los
CNTs:

1- Estandarizar un método para hacerlos lo suficientemente pequefios para poder
ser excretados via renal sin ningun problema. El tamafio propuesto es de 20 a 80

nm debido a los resultados obtenidos de Lacerda et al., 2008.

2- Estudiar todos los aspectos fisicoquimicos de esos CNTs obtenidos por el método

estandarizado antes mencionado, tanto en modelos in vivo como in vitro. Esto con la
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finalidad de que los laboratorios trabajen con un solo modelo de CNTs y sus datos

puedan ser comparables.

3- Una vez que los resultados puedan ser comparables, primero se debe investigar
qué funcionalizacibn quimica es la Ooptima para mejorar la biodistribucion,
biocompatibilidad, mejor dispersabilidad y menor toxicidad en el hospedero. En
segundo lugar, el revestimiento debe ser suficientemente estable para resistir el
desprendimiento de la superficie de los nanotubos en soluciones biolégicas. Por
ultimo, las moléculas de recubrimiento deben tener grupos funcionales que estén
disponibles para la bioconjugacion con anticuerpos u otras moléculas para crear
varios conjugados de CNT funcionales para diferentes aplicaciones bioldgicas. Esto
con la finalidad de que se desarrolle un mejor farmaco basado en la entrega de
CNTs. Una opcién viable podria ser el polietilenglicol (PEG) ya que ha demostrado
ser uno de los mejores tensoactivos de recubrimiento de CNTs en los experimentos,
ademas de cubrir satisfactoriamente con los requerimientos anteriores (Bhirde et al.,
2010; Yang et al., 2008; Liu et al., 2008; Yang et al., 2009)

4- De igual forma, se plantea estudiar si los procesos de funcionalizacion de CNTs,
como por ejemplo, la PEGilacién o la oxidacién, no representan un riesgo para el
hospedero a largo plazo, ya que los estudios en general son de tiempo
relativamente corto (6 a 72 hrs) (Luo et al.,, 2016). Por otro lado, Lam y sus
colaboradores,en 2004 realizaron un experimento que duré hasta 90 dias. Sin
embargo, este periodo no es lo suficiente para ser una representacion de la
toxicidad de los CNTs a largo plazo, por lo que se propone realizar experimentos de

6 a 1 afo, con el fin de que sea mas representativo los efectos toxicos.

5- Dentro de los estudios, las dosis empleadas fueron administradas en diferentes
unidades (mg/kg, ug/ml, mg, etc), por diferentes vias de administracion (intravenosa,
intraperitoneal, intratraqueal, etc), diferentes nanotubos (SWCNT y MWOCNT
funcionalizados o no) y también en diferentes animales o células (ratones, ratas,
células Hela, etc). Es por estas razones que comparar los resultados se vuelve una
tarea muy laboriosa, por ejemplo, Warheit et al., 2003 reporta que a la instilacion
intratraqueal de ratas a una dosis de 5 mg / kg de SWCNT produjeron mortalidad
en el 15% de las ratas posterior a las 24 h. Por otro lado Luo et al., 2016 muestran

que los MWCNT pristinos causa citotoxicidad en macrofagos RAW 264.7 a una
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concentracion de 200 y 400 ug/mL en un modelo in vitro. Aunque ambos son
reportes importantes sobre qué concentracion pudiera ser toxica para fines médicos,
no son comparables entre si. Independientemente de esto, la dosis mas alta
reportada en los estudios revisados fue de Yang et al., 2007 con 2 mg de SWCNT
en ratones, y también de Lam et al.,2004 con una dosis de 0.5 mg de SWCNT en
ratones, en ambos casos se observé toxicidad (produccion de granulomas) y
atrapamiento de RES. Por lo tanto, se recomienda que en futuras investigaciones se

realicen estudios a concentraciones menores a las dichas para evitar toxicidad.

6- También se propone investigar un método para que el lugar de liberacion del

farmaco unido covalentemente o no al CNT, sea lo mas preciso y seguro posible.

7- En los estudios de biodistribucién se destacaron muchas técnicas para observar
la distribucion de los CNTs en un organismo, tales como: Etiquetado de
radioisotopos o el etiquetado de is6topos estables, la tomografia computarizada por
emisién de positrones (PET), la tomografia por emision de foton unico (SPECT),
Fluorescencia intrinseca del infrarrojo cercano (NIR), La espectroscopia Raman, la
espectroscopia electronica de transmision (TEM). Con base en la informacion
recolectada en este trabajo, se recomienda utilizar el etiquetado de is6topos
estables con CNTs esqueléticos ricos en *C como trazador porque mantiene intacta
la naturaleza original de los CNTs y es adecuado para el rastreo a largo plazo
debido a su alta estabilidad in vivo (Lin et al.,2013). A diferencia del trazado
radioisotopico que se cuantifica midiendo los rayos radiactivos, el *C se cuantifica
midiendo la abundancia isotopica estable (radio *C / '2C ) en espectrometria de
masas de relacién isotépica (IRMS), siendo menos riesgoso del desprendimiento de
radioisétopo, lo cual puede resultar toxico para el hospedero. Aunado a esta
técnica, se recomienda utilizar TEM debido a que es un método esencial para
caracterizar muestras de CNT en tejidos y para determinar el atrapamiento de CNT

en tejidos u 6rganos (Liu et al.,2010).

8- En los estudios de revisados es muy importante cuantificar la concentracion de
CNTs administrada, por lo tanto, las mejores técnicas que se recomiendan para
caracterizar y cuantificar las caracteristicas y la cantidad de CNTs administrada son
las siguientes: El analisis termogravimétrico te permitira saber el grado de

funcionalizacion de tu CNT con alguna otra molécula, tomando como referencia la
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pérdida de peso de los CNTs en una atmédsfera con calor constante, se puede
conocer si se logré la funcionalizacion deseada. También se recomienda la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), ya que los espectros
de absorcion de se obtienen de los enlaces de las muestra, nos permiten saber si
realmente se logré un enlace del CNT con tu molécula de interés. Y por ultimo, la
microscopia electronica de transmisién (TEM), ya que te permite caracterizar de
manera visual la longitud y diametro de tus CNTs, asi como observar de manera
cualitativa la desagregacion y funcionalizacién de los mismos. Aunque el método es
muy cualitativo, no deja de ser fundamental para la caracterizacion de los CNTs en
cualquier estudio de biodistribucién o toxicidad. Cabe destacar que, si se desea
saber con certeza la cantidad de farmaco o de CNTs que se administra en algun
organismo para cualquier tratamiento, es necesario caracterizar y cuantificar de
manera eficiente, por lo que es recomendable utilizar estas técnicas mencionadas o

incluso mas

9- Por ultimo, como se menciona anteriormente los CNTs tienen una tendencia
general a ser capturados en gran medida por el sistema reticuloendotelial (RES)
cuando son pristinos, ésta captura puede reducirse considerablemente mediante la
funcionalizacion quimica de la superficie de CNT, debido a que pueden resistir la
absorcion de las proteinas en la sangre (Liu et al., 2010). A este proceso por el cual
se le adhiere una proteina al CNT para ser reconocido por un fagocito se le conoce
como opsonizacion. A las proteinas de union en la opsonizacion se les conoce como
opsoninas, entre las mas comunes se encuentran las inmunoglobulinas y los
componentes del sistema del complemento como C3, C4, asi como otras proteinas
del suero sanguineo como laminina, fibronectina, proteina C reactiva, colageno tipo |
y muchas otras (Donald y Peppas, 2006). Sin embargo, cabe destacar que no esta
registrado en la literatura (al menos hasta los articulos revisado en este trabajo)
sobre cuales son los proteinas u opsoninas especificas que se unen a los CNTs
para su reconocimiento por las celulas fagociticas, por lo que, seria un buen

prospecto de proyecto para futuras investigaciones.
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7. Conclusiones

Se revisaron un total de 41 articulos sobre los CNTs, de los cuales, 18 corresponden
a su biodistribucion y 23 sobre su toxicidad. Con base en todo el analisis sobre los
articulos se puede concluir que la biodistribucion de los CNTs influye en gran parte
en su toxicidad, y por lo tanto, en sus posibles aplicaciones biomédicas. Los
resultados de dichos articulos han demostrado que los CNTs pristinos se acumulan
en los 6rganos RES rapidamente después de su administracion. Siendo el higado,
el bazo y el pulmén los principales 6rganos de acumulacion. La razén por la cual
sucede esto, es que los CNTs pristinos tienden a agregarse, debido a su extrema

hidrofobicidad causada por la hibridacion sp? de sus atomos de carbono.

Por otro lado, los resultados de las investigaciones también han demostrado que su
contraparte, es decir, los CNTs funcionalizados de forma covalentemente o no,
tienen una mejor biocompatibilidad y menor toxicidad con el hospedero. Esto
debido, a que dependiendo del grupo quimico con el cual estan funcionalizados les
impiden a los CNTs agregarse y ser reconocidos y capturados por el sistema RES.

De esta manera, su biodistribucién y excrecion via renal se ve muy facilitada.

El proceso de funcionalizaciéon, a su vez, le confiere a los CNTs una mejor
solubilidad en el agua, lo cual es muy importante para lograr una mejor
biodistribucion.  De igual forma, la funcionalizacion con diferentes tipos de
biomoléculas, ya sean péptidos, ADN o ARN, le han proporcionado la selectividad a

los CNTs de interactuar con células o tejidos diana.

Estas propiedades, en conjunto, hacen que los CNTs funcionalizados
covalentemente o no, sean compatibles y éptimamente biodistribuidos en sistemas
biolégicos. Debido a esto, tienen una gran posibilidad de ser candidatos en

aplicaciones biomédicas.

Por ultimo, a pesar de toda la informacién recolectada en esta tesina sobre los CNTs
y su toxicidad y biodistribucién, es importante incrementar el conocimiento de su
comportamiento in vivo. Debido a que no se puede realizar una comparacion entre
los diferentes estudios farmacoldgicos con nanotubos publicados, pues brindan un
panorama general muy amplio y no concluyente. Es necesario incrementar el

numero de estudios para entenderlos de forma detallada, tanto biolégica como
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quimicamente, sobre las interacciones entre los CNTs y los sistemas bioldgicos

para permitir su paso a un entorno clinico.
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9. APENDICE

GENERALIDADES

1. Alotropos del carbono

El carbono es un elemento quimico de numero atémico 6, simbolo “C” y es sélido a
temperatura ambiente. Es también el 15° elemento mas abundante en la corteza
terrestre y el cuarto elemento mas abundante en el universo en masa. La
abundancia del carbono, su diversidad unica de compuestos organicos y su
capacidad para formar polimeros, permitieron la generacion de la vida sobre la

Tierra hace aproximadamente 4 mil millones de anos (Martin, 2011; Frieden,1972).

La capacidad para formar enlaces con diversas moléculas y generar estructuras
complejas es una de sus propiedades mas interesantes, esta versatilidad proviene
de su alotropia. En quimica la alotropia se refiere a la propiedad que poseen
determinados elementos quimicos de presentarse bajo diferentes estructuras
moleculares en el mismo estado fisico (Carey, 2006). Esto ocurre debido a que
existe una modificacién en la distribucién de los orbitales atdmicos dentro de un
atomo para formar nuevos orbitales hibridos, esta modificacibn surge como
consecuencia por una gran cantidad de energia y acercamiento de los electrones. A

este proceso se le conoce como hibridaciéon (Pauling, 1931).

En el caso del carbono, puede tener hasta tres hibridaciones en sus orbitales (sp,
sp2 y sp3), estas hibridaciones dan como resultado que el carbono se presenta en
diferentes alotropias como lo son el grafito, grafeno, diamante, fullereno y nanotubos
de carbono (Martin, 2011).

Los nanotubos de carbono (CNTs, por sus siglas en inglés), el grafito, el grafeno y
los fullerenos presentan hibridaciéon sp2, mientras que la hibridacién sp3 la
presenta el nanodiamante (Tabla S1) (Méndez-Medrano et al., 2012; Tascén,
2007).
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Tabla S1. Relacion entre hibridacion, estereoquimica y alotropias del carbono.

Tipo de Estereoquimic [ Como Ocurre Dibujo Estructuras
hibridacién a
sp3 Tetraédrica 1 orbital 2s + 3 Nanodiamante
orbitales 2p s
sp2 Trigonal plana [ 1 orbital 2s + 2 CNTs, grafito,
orbitales 2p - i\ grafeno y
VO fullerenos
sp Lineal 1 orbital 2s + 1 180° Carbinos
orbital 2p
— A .

Los alotropos del carbono son nanomateriales que han llamado la atencion debido
a sus propiedades fisicas (como el color, brillo, densidad, dureza y su conductividad
eléctrica y térmica) y quimicas (Martin, 2011). Sin embargo, el desarrollo de
cualquier nueva ciencia o tecnologia necesita una clasificacién, por lo que a

continuacion se expondra una.

A estos nanomateriales de reciente creacion, se les puede clasificar con base en la
propuesta de Pokropivny y Skorokhod en 2007 (Pokropivny y Skorokhod, 2007;
Sanand et al, 2017). Esta clasificacion se basa en la dimensionalidad de la
nanoestructura, se reconocen cuatro (0D, 1D, 2D, 3D) (Figura S1). A continuacion
se explicara en breve cada uno:
e La dimensién cero “OD”, son los nanomateriales donde sus tres dimensiones
caen en la escala nanométrica, por ejemplo, nanoparticulas, esferas o
particulas puntuales como los fullerenos.
e Una dimension o “1D”, son los nanomateriales que tienen una de sus

dimensiones fuera de la escala nanométrica, por ejemplo, los CNTs.
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e Dos dimensiones o “2D”, son los que tienen dos dimensiones fuera del rango
nanomeétrico, por ejemplo, la monocapa de grafeno.

e Tres dimensiones o “3D”, son los que pueden tener todas sus dimensiones
fuera de la escala nanométrica. Esto gracias a la aglomeracion o unién de las
nanoestructuras que les permiten formar materiales nanoestructurados en
una escala macroscopica. Ejemplo de este ultimo, son el grafito y los

nanodiamantes.
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Figura S1. Clasificacion basada en la dimensionalidad de los alotropos del carbono hecha por Pokropivny y
Skorokhod (Pokropivny y Skorokhod, 2007; Mikhail, 2007).

Nanodiamantes

Los nanodiamantes (NDs, por sus siglas en inglés) fueron producidos por primera
vez por los investigadores Volkov, Danilenko y Elin en el afio de 1963 en camaras
de explosion. Sin embargo, no fueron muy llamativas para su tiempo,
posteriormente se redescubrieron 19 afios después por los investigadores Staver y
Lyamkin en 1982 (Danilenko, 2004).

La forma mas comun de sintetizar a los NDs es por medio de un proceso llamado
detonacion. El resultado de la detonacion son los nanodiamantes de detonacion
(DND), también conocido como diamantes ultradispersos (UDD), estos son cristales
de tamano nanoscépico que se sintetiza a partir de la detonacion de dos agentes
explosivos, se usa comunmente el trinitrotolueno (TNT) vy |la
ciclotrimetilentrinitramina (RDX), la detonacién se realiza en una camara hermética
llena de un gas inerte o de un refrigerante de agua (hielo), denominado sintesis
"seca" o "humeda", respectivamente, y en una atmoésfera deficiente en oxigeno
(Mochalin et al., 2011).
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La explosidon del TNT y el RDX dentro de la camara producen gases que contienen
bastante carbono libre. Este carbono recibe altas presiones y temperaturas durante
la explosion (30 GPa y una temperatura de 3726.85 °C respectivamente), lo cual, le
permiten adoptar una fase termodinamicamente mas estable,es decir, adopta la fase
de diamante. Cabe resaltar que esto es so6lo una propuesta, ya que hasta la fecha,
no hay ninguna teoria confirmada sobre la formacion de los nanodiamantes
(lakoubovskii, et al., 2000).

Después de la detonacion dentro de la camara queda un residuo llamado "hollin de
detonacion”, el cual contiene a los NDs, al6tropos de carbono (25-85 % en peso) y
muchas otras impurezas (metales y 6xidos, 1 a 8 % en peso). Los NDs sintetizados
pueden tener una estructura cristalina casi perfecta con fracciones insignificantes de
carbono no diamantino en su superficie (Mochalin et al., 2011). Las observaciones
por microscopia electrénica de transmision (TEM) (Figura S2) muestran que las
particulas de nanodiamante son poliedros formados por un nucleo de diamante
constituido por carbono sp3, que puede estar parcialmente recubierto por una
cascara grafitica o carbono amorfo con enlaces colgantes terminados por grupos
funcionales (Osswald et al., 2006; Mochalin et al., 2011).
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Figura S2. Estructura de una sola particula de nanodiamante. a) Particula de ND; b y c).cascara grafitica
(mostrado en negro) con grupos funcionales (mostrado en rojo, azul y verde); d) muestra una micrografia TEM,

donde se observa el nucleo de diamante muy ordenado. Mochalin et al., 2011; Shenderova et al., 2011

Los NDs presentan varias caracteristicas prometedoras, entre las que destacan: su
facil y sintesis econdmica a gran escala; su pequefio tamafo; su alta
biocompatibilidad y baja citotoxicidad; tiene una buena dispersion en agua; y por
ultimo, puede ser funcionalizados con varios grupos funcionales en su superficie
(Krueger, 2008).

Debido a estas -caracteristicas, los NDs son importantes aspirantes para
aplicaciones en el area biolégica. Por ejemplo, se investiga su biocompatibilidad
para ser utilizado como transportador de farmacos. Ademas, se ha investigado
su uso también como soporte en la ingenieria y crecimiento de tejidos.
(Krueger, 2008) y por ultimo, es posible utilizarlos para la generacion de imagenes

de diagndstico (Alzate-Carvajal, 2017).

A continuacién se describe a detalle cada uno de los alétropos de carbono:

Grafeno
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El grafito es un material compuesto por varias capas, débilmente acopladas, de
cristales bidimensionales de grafeno. Debido a esta caracteristica, fue en el afo
2004, cuando los fisicos Andre Geim y Kostya Novoselov de la Universidad de
Manchester, Reino Unido, utilizaron una técnica llamada exfoliacidn micromecanica
o “método de la cinta Scotch” para separar estas capas (Figura S3). EI método
consiste en utilizar cinta adhesiva simple para separar las capas superficiales del
grafito pirolitico altamente orientado en monocapas de grafeno o cristales
bidimensionales (Mikhail, 2007; Geim y Kim, 2008).

)

\

Meétodo de la cinta
Scotch

Grafito
Grafeno

Figura S3. Imagen ilustrativa del proceso de Giem y Novoselov (Tomada y modificada de Novoselov y
Castro-Neto, 2012)

El descubrimiento de este nuevo nanomaterial trajo consigo el asombro de la
comunidad cientifica. La razon es que presenta propiedades unicas y prometedoras

para el desarrollo de nanotecnologia (Méndez-Rojas y Enciso-Barros, 2011).

Entre estas propiedades se encuentran: su increible elasticidad y resistencia,
llegando a estirarse hasta un 10% y siendo duro como el diamante (puede soportar
atomos metalicos pesados sobre su superficie sin romperse); su fuerza mecanica le
permite soportar presiones mayores a 1 060 GPa; tiene un area superficial

especifica de 2 630 m2/g; tiene una conductividad térmica de 3 000 W/mK, lo que lo
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hace mejor conductor que cobre y disipar mejor el calor.(Méndez-Rojas y

Enciso-Barros, 2011)

Por ultimo, como su estructura electronica es un intermedio entre un semiconductor
y un conductor, tiene la capacidad de conducir electrones a temperatura ambiente
hasta 15 000 cm2/Vs. Convirtiéndolo en el material conductor mas rapido, ni
siquiera el silicio se le puede comparar. (Méndez-Medrano et al., 2012; Van Bommel
et al., 1975).

Gracias a sus propiedades, el grafeno tiene el potencial de ser explotado en el
desarrollo de nuevas tecnologias en la industria electrénica (nuevos transistores, de
naturalezas no silicea, para novedosas computadoras; nuevos materiales para la
construccion de pantallas planas transparentes, paneles luminosos, celdas solares,
entre otros) y también compite con los CNTs en aplicaciones como en
recubrimientos, sensores, dispositivos de almacenamiento y aplicaciones en la
produccion de energia eléctrica (Méndez-Rojas y Enciso-Barros, 2011,
Mukhopadhyay y Gupta, 2011).

El grafeno como tal no puede ser utilizado para todas las aplicaciones antes
mencionadas, por lo que se debe pasar por una modificacion quimica, en la cual, se
genera el monocapas de oxido de grafeno (OG). El método mas facil de obtener

OG es a partir del grafito (Hummers y Offeman, 1958).

El procedimiento consiste en oxidar al grafito con un oxidante fuerte para generar
oxido de grafito, este mantiene la estructura en capas del grafito pero con un
espacio entre capas mucho mas grande e irregular. Esto permite que al meter al
oxido de grafito en medio basico, sus capas se dispersan en forma de monocapas
de OG (Figura S4). EI OG contiene una amplia gama de grupos funcionales
reactivos de oxigeno., lo que lo convierte en un gran candidato para su uso en las
aplicaciones antes mencionadas, mediante funcionalizaciones quimicas (Dreyer et
al., 1958).
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Figura S4. Modelo del 6xido de grafeno (He et al., 1998).

Por otro lado, el 6xido de grafeno tiene aplicaciones muy importantes en la
biomedicina. Ejemplo de ello, es su uso para tratamientos dirigidos (entregar
farmacos), parasitologia, ingenieria de tejidos, antibacteriales, terapia contra cancer
e imagenes y diagnostico con sensores (Solano-Mufioz, 2015). Sin embargo, se ha
reportado que tiene cierto grado de toxicidad (Patlolla et al., 2016; Duch et al.,

2011), por lo que debe modificarse para hacerlo biocompatible.

Para hacer biocompatible al éxido de grafeno, se puede modificar con biomoléculas
o polimeros biocompatibles (Solano-Mufioz, 2015; Yang et al., 2013). Una vez que
sea biocompatible puede usarse para fines farmacolégicos y terandsticos contra el

cancer.

Por ejemplo, en una sola monocapa de 6xido de grafeno se le pueden adherir el
polietilenglicol para hacerlo mas biocompatible. También se le une la doxorrubicina
en el centro de la molécula para que sea el farmaco del tratamiento. Al mismo
tiempo se le puede realizar una radiomarcacion con [|-125 para diagnosticar y
monitorear. Y por ultimo, se le puede agregar en su superficie ligandos estilo
complejo antigeno-anticuerpo para que tenga una mayor especificidad contra
células cancerigenas (Figura S5) (Yang et al., 2013). Cabe aclarar que puede o no
unirse cualquiera de estos bioconjugado al OG, todo dependera del propdsito del

tratamiento o diagndstico que se requiera realizar.
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Grafeno oxidado
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Figura S5. Un esquema para mostrar la bioconjugacion de doxorrubicina, el radioisétopo de yodo I-125 y

ligandos estilo complejo antigeno-anticuerpo (Tomada y modificada de Yang et al., 2013).

Fullerenos

En 1985 los investigadores Sir Harold W. Kroto, Robert F. Curl, y Richard E. Smalley
fueron los protagonistas en descubrir a los fullerenos, dandoles Premio Nobel de
Quimica del afio 1996 por ello. El descubrimiento se dio por la irradiacion de laser a
una muestra de grafito, este se vaporizd, y produjo una estructura de atomos de 60
carbonos. Al darse cuenta de la complejidad de la estructura, propusieron que se
asemejaba a un icosaedro truncado, un poligono con 60 vértices y 32 caras, 12 de

las cuales son pentagonales y 20 hexagonales (Figura S6) .

Aunque su descubrimiento se le atribuye a Kroto y colaboradores (1985), la idea de
una estructura en forma de jaula de carbono proviene desde mucho tiempo atras
con Leonardo da Vinci, el cual ilustré a un fullereno en su libro “De Divina
Proportione”, publicado en Venecia en 1509 (Martin, 2011). En esta ilustraciéon se
puede ver magnifica simetria de la estructura, por lo que Leonardo la denomind

como Ycocedron Abscisus Vacuus (Figura S6).
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Figura S6. a) Fullereno o icosaedro truncado; b) llustracién de Leonardo da Vinci denominada como Ycocedron
Abscisus Vacuus (Martin, 2011).

Se le denomina C60 a los fullerenos debido a que esta formado por 60 atomos de
carbono, los cuales estan perfectamente ordenados y simétricos, ademas de tener
todas las valencias satisfechas por dos enlaces simples y un enlace doble. Similares

a anillos aromaticos (Martin, 2011).

Cabe aclarar que pueden existir fullerenos de mas de 60 atomos de carbono
presentandose siempre en un numero par (C2n). Estos atomos se distribuyen
formando anillos pentagonales y hexagonales. Esta distribucion puede explicarse
con el teorema de Euler, el cual dice que, para poder cerrar cualquier figura
geométrica con un minimo de 24 vértices, son necesarios exactamente 12
pentagonos y un numero variable de hexagonos, que aumenta con el numero de
vértices segun la ecuacion m=(2n - 20)/2 (Figura S7). Los pentagonos de los
fullerenos son los protagonistas de sus propiedades fisicas y quimicas, asi como de
su estabilidad (Alegret, 2014).

Aunque el fullereno mas abundante y simétrico es el C60. Actualmente se han
caracterizado cientos de fullerenos desde 28 hasta 104 atomos de carbono (Figura
S7), aunque se han llegado a detectar aductos de fullerenos de hasta 418 atomos,

todos cumpliendo con el teorema de Euler (Beer et al., 1997).
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Figura S7. Diferentes tipos de fullerenos. Fuente: https://nanova.org/fullereno/

Los fullerenos tienen una peculiar geometria esférica, lo que los hace acreedores de
propiedades electronicas y mecanicas unicas. Esta geometria hace que sea de gran
interés cientifico, ya que su estructura tiene la flexibilidad para adherir moléculas
tanto en su superficie y encapsular moléculas dentro de ella. Entre las moléculas
que se pueden adherir estan los gases nobles y metales. Estos ultimos, pueden

estar encapsulados y se les denomina metalofullerenos (Chai et al., 1991).

Los metalofullerenos tienen propiedades unicas. Los metales que se encuentran en
su interior pueden tener propiedades magnéticas o radiactivas, lo cual, les otorgan

aplicaciones tanto en la biomedicina, como en la biotecnologia (Cardona, 2005).

Entre las aplicaciones de los metalofullerenos en la biomedicina estan la de ser
eficaces como inhibidores de algunas enzimas, en procesos de neuroproteccion y
transfeccion, presentando actividad citotdxica sobre células tumorales por la ruptura

del DNA con irradiacion con luz visible (Martin, 2011).

Sin embargo, en donde mas destaca es en su uso como agente de contraste. Los
fullerenos son funcionalizados con un ion gadolinio (Figura S8), formando asi un
gadofullereno, para aplicarse en la toma de imagenes de resonancia magnética
(Mikawa et al., 2001).

Estos son de utilidad debido a que revelan detalles anatomicos in vivo y detecta

lesiones para el diagndstico a una concentracion mas baja, evitando asi la toxicidad
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y permitiéndole mayor penetracidn en los tejidos con una elevacion de la relaxividad
(Cataldo y Da Ros, 2008).

Figura S8. Gadofullerenos (Gd @ C82). Imagen reimpresa del articulo (Mikawa et al., 2001)

1.3 Nanotubos de carbono (CNTs)

Los CNTs fueron descritos por primera vez en 1950 por Radushkevich y
Lukyanovich, sin embargo, el descubrimiento de este nanomaterial se le atribuye al
microscopista japonés Sumio lijima, quien accidentalmente descubrié las pequefas
agujas que se formaban con atomos de carbono como producto secundario de la
sintesis de fullerenos. Ademas, describié un método de preparacion de nanotubos
de carbono (Grobert, 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, el CNT es estructura cilindrica hueca la
cual esta formada por una red bidimensional de atomos de carbono o grafeno,
unidos covalentemente mediante un enlace de hibridacién sp2 y ordenados en un

patron hexagonal (Grobert, 2007).

Dependiendo del numero de capas que pueda tener el nanotubo, se pueden
clasificar en dos categorias: de una sola capa SWCNT (Single Walled Carbon
Nanotubes, por sus siglas en inglés) y de multiples capas MWCNT (Multi Walled
Carbon Nanotubes) (Aquel et al., 2012).

El diametro de los nanotubos de carbono varia dependiendo del numero de capas,
en el caso de los SWCNTs pueden tener un diametro desde 0.4 a 2 nm y sus
extremos pueden estar cerrados por media esfera de fullereno o pueden estar
abiertos. En tanto los MWCNT, su diametro puede ser de 2 a 25 nm y la separacion

entre cada nanotubo puede ser de 0.36 nm aproximadamente (Ajayan y Ebbesen,
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1997; Bethune et al., 1993). Las longitudes de los nanotubos SWCNTs y MWCNTs

generalmente rondan los micrometros o milimetros (Figura S9).

04a2nm 2a25nm

Figura S9. Nanotubos de carbono de (A) pared simple y (B) pared multiple. Imagen modificada de (Castillo-Leén
et al., 2011).

El SWCNT puede ser separado en tres clases segun el tipo enrollamiento de la
capa de grafito mas externa y también por sus diferentes propiedades electronicas
(Dresselhaus et al., 1995; Wilder et al., 1998).

a) Tipo “sillén” (armchair), son aquellos que tiene dos lados de cada hexagono

perpendicular al eje del tubo. Presentan un comportamiento metalico.

b) Tipo “zig,zag”, aquellos que tiene dos lados de cada hexagono paralelo al eje

del tubo. Presentan un comportamiento semi-metalico.
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c) Tipo “quiral’, incluyen situaciones intermedias entre ambos tipos anteriores,
estos pertenecen a los nanotubos sin simetria de reflexion e isomorfos.

Serian los semiconductores (Figura S10).
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Figura S10. Se muestra a varios SWCNT con estructura a) Zig,zag, b) Quiral, c) Armchair. (Assali, 2012)

1.4 Sintesis y funcionalizacion de los CNTs

Actualmente, tanto los MWCNTs como los SWCNTs son producidos principalmente
por tres técnicas:

a) Descarga de arco

b) Ablacion laser

c) Deposicion Quimica de vapor desde hidrocarburos (CVD, por sus siglas en

inglés).
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Descarga de arco
La descarga de arco fue una técnica muy empleada para sintetizar CNTs. El
primero en emplearlo fue Bacon en los afios sesenta. Posteriormente en 1992
Ebbeser y Ajayan publicaron un método para fabricar grandes cantidades de CNTs.
Un afno después lijima y Ichihashi usando este método sintetizaron CNTs mediante
el uso de catalizadores metalicos (Fe3C) (Gonzalez-Velazquez, 2015; lijima y
Ichihash, 1993).

Esta técnica consiste en generar un arco entre dos electrodos en un reactor bajo
una atmosfera de helio. Se usan dos varillas de grafito como catodo y anodo, ambas
de unos cuantos mm de diametro y longitud (16 y 100 mm respectivamente),
aunque estas medidas pueden variar. El catodo y anodo se separan unos 3 mm
aproximadamente(esta distancia debe permanecer constante) y se conectan a una
fuente de alimentacion con un voltaje de 20 a 50 V. Al accionar el interruptor, salta
una chispa con una corriente continua entre las varillas que va desde los 100 a 120
A y una presion de 0.52 atm de helio. Con estas condiciones el grafito se evapora
en un plasma caliente, para luego volverse a condensar e incorporarse en forma de
CNTs (Yanez-Vanegas, 2009). Los tiempos de sintesis son de 2 min

aproximadamente. Lo anterior se ejemplifica en la Figura S11
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Figura S11. Diagrama del método de sintesis de CNTs por el método de descarga de arco en una camara de

cruz de produccion de fullerenos.(Hernandez et al., 2004).
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La ventaja que ofrece este método es que se pueden producir CNTs de una sola
capa sin muchos dafios estructurales, esto gracias a las altas temperaturas y los
catalizadores metélicos que se le pueden afadir.

Por otro lado, las desventajas es que se producen muchas impurezas como
fullerenos y estructuras de carbono amorfas. Ademas, los CNTs tienden a ser cortos

y a aglomerarse en forma aleatoria.

Ablacion laser

Al igual que en la técnica anterior, la formacion de los CNTs se da por la
condensacion de atomos de carbono (provenientes del grafito) producidos por su
evaporacién a una temperatura que va desde los 3000 a 4000 C, para lograr la
sintesis también se usan diferentes catalizadores metalicos (Ni, Fe, Co). La gran
diferencia radica en que la fuente de energia que evapora al grafito es un laser de
alta potencia (Figura S12).

Como resultado de esta técnica, se generan CNTs con una gama de diametros
facilmente controlables por medio de la temperatura, ademas de presentar pocos
defectos estructurales (Guo et al., 1995).

La gran desventaja de esta técnica es que se requiere utilizar un laser de alta

potencia, el cual es muy costoso (Gonzalez y Gonzalez, 2008)
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Figura S12. Muestra al horno de vaporizacion por laser, mismo que se utiliza para producir fullerenos,

metalofullerenos y MWCNT (Guo et al., 1995).

Deposicion Quimica de vapor desde hidrocarburos (CVD)

La deposicién quimica de vapor (CVD) o pirdlisis de carbono, fue usada por primera

vez en 1952 por Radushkevich y Lukyanovich (Gonzalez-Velazquez, 2015).

La sintesis de CNTs por CVD consiste en la descomposicién de hidrocarburos en
fase vapor o liquido (por ejemplo, metano, etano, benceno, acetileno, entre
otros) durante 15 a 60 min a través de un horno tubular en una atmodsfera
inerte y a una temperatura de 600 a 1200 °C (Kumar y Yoshinori, 2010)

Una vez descompuestos los hidrocarburos, un catalizador metalico (como el Co, Ni,
Fe, Pt y Pd) tiene la funcién de ayudar a descomponer la fuente de carbono y ser la
base de la nucleacién para la formacion de los CNTs (Wong et al., 2004).

Por ultimo, se necesita un sustrato para la deposicion de los CNTs alineados.
Generalmente, este sustrato se coloca en la zona mas caliente del horno para
catalizar el crecimiento de CNTs (Figura S13).

Entre los sustratos mas utilizados se encuentran: Ni, Si, SiO2, Cu, silicio, acero
inoxidable, vidrio, grafito, papel de aluminio, tungsteno rara vez de CaCO3
(Afolabi et al., 2011).
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Figura S13. Diagrama simple que esquematiza la sintesis de CNTs por CVD(Kumar y Yoshinori, 2010)

Cabe resaltar que este es el método mas popular para la produccion de CNTs,
debido a que es facil de realizar y con un rendimiento del 20 al 100%, permitiendo
asi una produccién industrial a gran escala y bajo costo. Otra ventaja que presenta
es la posibilidad de controlar la longitud de los CNTs variando el tiempo de sintesis
o incluso alineados verticalmente sobre un sustrato (Kumar y Yoshinori, 2010;
Rodriguez et al., 2008).

No obstante, la principal desventaja de esta técnica es que no sélo se producen
CNTs, sino también fullerenos y otras nanoestructuras tipo sp2. De esos CNTs
sintetizados, muchos presentan defectos estructurales, contrario a los producidos

por ablacion laser o descarga de arco que cuentan con menos defectos.

Funcionalizacion de los CNTs

La funcionalizacion se define como la modificacion de propiedades por la adsorcion
de atomos o moléculas en las paredes (exteriores o interiores) de los CNTs, asi

como en sus extremos (Andrade-Cuel et al., 2012).

Dicha funcionalizacion, puede ayudar a facilitar el anclaje de otras estructuras

quimicas como polimeros, farmacos, antigenos, genes, nanoparticulas, entre otras.
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Con la finalidad de obtener materiales hibridos con nuevas propiedades capaces de
ser utilizadas en diversas aplicaciones de importancia médica (Bianco et al., 2005;
Andrade-Cuel et al., 2012).

Estas propiedades nuevas de los hibridos de CNTs tienden a mejorar su solubilidad
y biocompatibilidad en el cuerpo, ser mas especificos a la hora de interactuar con
células diana y aumentar la tendencia a la encapsulacion, solubilidad y
administracion multimodal de farmacos e imagenes (Liu et al., 2009; Cuevas-Haber
y Cueto-Gonzalez, 2018). Dando como consecuencia una mayor interaccién con
moléculas bioldgicas, y por lo tanto ser aspirantes para aplicaciones biomédicas
(Enyashin e Ivanovskii, 2007; Bianco et al., 2005).

Los CNTs tienen la propiedad de absorber o encapsular varias moléculas en su
superficie externa, asi como su espacio hueco interno. De acuerdo con el lugar en
donde se produce la funcionalizacién, se clasifica como:

1) Endoédrica: es la funcionalizacion e insercion de diversos
nanomateriales o compuestos quimicos en las paredes interiores de los
CNTs.

2) Exoédrica: es aquella en donde existe un anclaje fisico o quimico de ciertas
moléculas o grupos funcionales a las paredes externas de los CNTs
(Gonzalez-Velazquez, 2015; Cambré, 2008 ).

Una forma mas general de clasificar los diferentes tipos de funcionalizacion es por el
tipo de unién al CNTs. Esta clasificacién se divide en dos grandes grupos: la

funcionalizacion covalente y la no covalente (Guerrera-Lépez, 2103):

Funcionalizaciéon covalente
Funcionalizacion covalente o quimica se basa en la union covalente de grupos
funcionales (moléculas de alta reactividad quimica) que generalmente se da en las
puntas de los extremos de los CNTs, la cual puede estar compuestas por media
esfera de fullereno curvada o sin ella (Figura S14). También se puede dar la
funcionalizacion en las paredes laterales, las cuales contienen sitios de defectos,
como anillos u orificios de cinco y siete miembros debido a una disposicidon
incompleta del grafito, defectos hibridos sp3 y vacantes en el reticulo de nanotubos

(Figura S15). Cabe resaltar que, la tapa de fullereno es mas reactiva, en
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comparacién con las paredes laterales (Hirsch, 2002; Sinnott, 2002). Por lo tanto, se
espera que la mayoria de las reacciones ocurran primero en las puntas y luego, en

algunos casos, en las paredes laterales.

Figura S14. Muestra un CNT tipo “sillon” (armchair) con un extremo compuesto por media esfera de fullereno
curvada y el otro sin ella (Dresselhaus y Dresselhaus, 1997).

Figura S15. Defectos tipicos en un SWNT: A) anillos de cinco o siete carbonos juntos; B) defectos de
hibridacion sp3 (RH y OH); C) agujero por condiciones oxidativas; D) extremo con grupos -COOH,
-NO2, OH, H y O (Sinnott, 2002)
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Existen dos tipos de funcionalizacion covalente: la funcionalizacién directa en las
paredes de los nanotubos y la funcionalizacion de nanotubos de carbono por

defectos en su estructura.

Funcionalizacion directa en las paredes de los nanotubos

Los atomos de carbono de las paredes de CNTs son inertes quimicamente y solo
interaccionan por fuerzas de van der Waals con otras moléculas, esto se le atribuye
a su gran estabilidad proporcionada por la naturaleza aromatica de sus enlaces (Ma
et al., 2010).

Sin embargo, para cambiar las propiedades superficiales de los CNTs se realiza una
funcionalizacion covalente directa en las paredes laterales. Esta se da por un
cambio de hibridacion de sp2 a sp3 y una pérdida simultanea del sistema conjugado
P en la capa de grafeno, perdiendo asi la estabilidad y permitiendo la formacioén de
enlaces (Ma et al., 2010).(Figura S16-A). Este proceso se puede realizar por
reaccion con algunas moléculas de alta electronegatividad. El ejemplo mas
caracteristico y de mayor uso actualmente es la fluoracion de los CNTs, ya que se
ha vuelto muy popular en la investigacion debido a que los CNTs fluorados tienen
enlaces C-F muy débiles, lo que permite ser sustituidos por grupos amino, alquilo e
hidroxilo (Mickelson et al., 1998; Stevens et al., 2003).

Otros métodos similares a la anterior son: la cicloadicién 1,3 dipolar (Pekker et al.,
2001), la cloracién, la bromacién (Unger et al., 2002) y la hidrogenacion (Kim et al.,

2002), por mencionar algunos (Figura S16).
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Figura S16.Estrategias para la funcionalizacion covalente de los CNTs (A: funcionalizacion directa de la pared

lateral; B: funcionalizacion del defecto) (Ma et al., 2010).

Funcionalizaciéon de nanotubos de carbono por defectos en su

estructura.

Como se habia sefialado anteriormente, la funcionalizacién ocurre normalmente en
las puntas de los CNTs, esto ya que presentan una amplia variedad de defectos en
sus extremos generados por las particulas del catalizador cuando los CNTs esta
creciendo durante su sintesis (Charlier, 2002).

Algunos de estos defectos tienen sitios oxigenados o atomos de hidrégeno como se
pueden observar en la figura S16. Para incrementar la existencia de estos sitios o
grupos funcionales (como: carboxilicos (COOH), cetonas, hidroxilos (OH),
alcoholes y ésteres) se aplican métodos oxidativos con medios fuertemente
oxidantes como el ozono, plasma reactivo o, mas frecuentemente usado, el acido
nitrico (Tessonnier et al., 2009; Xia et al., 2007). La finalidad de incrementar los
grupos funcionales es para poder funcionalizar a los CNTs con otras moléculas mas
facilmente y con ello cambiar sus propiedades (Xia et al., 2007).

Por el contrario, aunque los métodos oxidativos crean un gran numero de grupos
funcionales, a su vez conlleva inherentemente la hibridacion sp3 en la paredes los

CNT, la fragmentacion en la longitud de los CNTs, esto da como resultado la
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degradacion de sus propiedades mecanicas y de transporte, debido a la alta

concentracion de defectos inducidos en su estructura (Gonzalez-Velazquez, 2015).

Los métodos de derivatizacién actuales incluyen funcionalizacion de la pared lateral
covalente y defectuosa, asi como funcionalizacion exo y endoédrica no covalente
(Sinnott, 2002).

Funcionalizacion no covalente

La diferencia de la funcionalizacién no covalente con la anterior es que, no se
destruye la estructura de los CNTs por lo que se conservan sus propiedades
estructurales (Mittal, 2011). Se le considera un método alternativo ya que los CNTs
atraen de manera no covalente a determinadas moléculas con la finalidad de

cambiar sus propiedades.

Esta atraccidon se da por interacciones tipo hidrofobas o electrostaticas, por
apilamiento Tr-11, por fuerzas de van der Waals. Estas modificaciones no covalentes
de los CNTs son utilizadas para preservar sus propiedades deseadas sin dafiar la
estructura (Hirsch y Vostrowsky, 2005), y al mismo tiempo para mejorar su
solubilidad.

Para este tipo de funcionalizacién se utilizan pequefas moléculas aromaticas
(porfirina y pireno), tensioactivos, polimero como envoltura (poliacrilamida)(61.63 y

65) y biomoléculas como proteinas, (66,67 y 68)

Un ejemplo de la funcionalizacién no covalente es el reportado por Cheng vy
Adronov en el 2006, lo que ellos hicieron fue sintetizar un polimero de Zn-porfirina,
el cual es altamente soluble, para que tuviera una fuerte interaccién con la
superficie de los SWCNTSs, y asi producir un complejo polimero-nanotubo soluble. La
atraccion entre el polimero de Zn-porfirina y la superficie de los SWCNTs esta dada
por el apilamiento 1T-m (Figura S17). El éxito del resultado requirié la adicion de

acido trifluoroacético al solvente (THF).
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soluble supramolecular complex

OCigH3s

Figura S17. Ensamblaje supramolecular del polimero conjugado de Zn-porfirina con SWNT, formando un

complejo polimero-nanotubo soluble ( Cheng y Adronov, 2006,)

2. Aplicaciones de los CNTs en la biomedicina

Como ya hemos mencionado los CNTs presenta extraordinarias propiedades, lo que
los hacen deseables para aplicaciones como la obtencion de nuevos materiales, por
ejemplo de blindaje (Putz et al., 2004; Gibson et al., 2013), dispositivos
electroquimicos como superconductores, almacenadores energéticos y celdas
solares (Baughman et al., 2002; Zhang et al., 2010) y también para desarrollar

dispositivos eléctricos como transmisores (Dekker et al., 1998).

De todas estas aplicaciones, surgio la idea de poder utilizarlos en una gran variedad
de instrumentos y sistemas biolégicos o biomédicos. Siguiendo este rumbo, ha sido
necesario resolver problemas inherentes a los CNTs, como lo son su insolubilidad
en el agua y su funcionalizacion con diferentes biomoléculas para alcanzar su gran
potencial en aplicaciones biomédicas.

En seguida se mencionan algunos estudios de las aplicaciones biomédicas de los
CNTs.

Terapia génica

Los SWCNTs funcionalizados con acidos nucleicos, como ARN o ADN, son

prometedores para su aplicacion en terapia génica e interferencia génica. Por
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ejemplo, en un estudio se demostré que los SWCNTs funcionalizados con amonio
(f-CNT) pueden asociarse con el ADN plasmidico a través de interacciones
electrostaticas. Tras la interaccion con células de mamiferos, estos f-CNT
penetraron en las membranas celulares y fueron absorbidos por las células
conduciendo a las expresion de genes marcadores (Pantarotto et al., 2004).

De igual forma, el potencial de las terapias génicas basadas en CNTs se ha
explorado mas a fondo para aplicaciones de silenciamiento génico. Zhang y sus
colaboradores (2006), conjugaron el ARN interferente (ARNi) de la de transcriptasa
inversa de telomerasa (TERT) a un SWCNT con el fin de silenciar la expresion de
TERT e inhibir la proliferacion y el crecimiento de células tumorales tanto in vitro

como en modelos de ratén

Biosensores moleculares

Chen y sus colaboradores (2001), lograron inmovilizar proteinas en la pared lateral
de los CNTs a través de una molécula de enlace. Las proteinas llevan grupos
cargados dependientes del pH que pueden bloquear electrostaticamente un SWCNT
semiconductor, creando la posibilidad de construir una proteina de tamaro
nanomeétrico y / o un sensor de pH. Debido a esto, un grupo de investigadores
encabezado por Besteman (2003) utilizaron SWCNTs recubiertos con la enzima
redox glucosa oxidasa (GOx) que cataliza la oxidacion de la glucosa (C6H1206),
para crear sensores de pH reversibles. Las enzimas GOx pasan por un ciclo de
reaccion catalitica al encontrarse con la glucosa, esto genera que los grupos de la
enzima cambian temporalmente su estado de carga y se producen cambios
conformacionales en la misma. Estos cambios de carga y conformacionales
producen un aumento en la conductancia del SWCNT y pueden ser utilizados como

sensores de actividad enzimatica (Figura S18).
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Figura S18. Imagen esquematica de dos electrodos que conectan un SWCNT semiconductora con enzimas GOXx

inmovilizadas en su superficie (Besteman et al., 2003).

Andamios para el crecimiento de tejido

Debido a su biocompatibilidad y durabilidad de los CNTs, ellos los utilizaron para
generar “protesis” de las neuronas, es decir, los usaron como implantes donde se
necesitan sefales

moleculares extracelulares a largo plazo para el crecimiento de neuritas. Por
ejemplo, como en la regeneracion después de una lesion de la médula espinal o del
cerebro. Hu y sus colaboradores (2004) mostraron que mediante el uso de
MWCNTs modificados quimicamente con un grupo funcional cargado positivamente,

se puede controlar la ramificacion y crecimiento de neuritas.
Liberacion de farmacos

Los CNTs podrian funcionalizar con antibiéticos para tratamientos contra
infecciones. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Prato y sus
colaboradores (2008), ellos funcionalizaron un antimicotico (anfotericina B)
altamente toxico para las células de mamiferos con un CNT. Sus resultados
mostraron una menor toxicidad a las células de mamiferos y un aumento en la

toxicidad frente a hongos y levaduras.
Vacunacion
La funcionalizacién covalente de CNTs con los epitopos de péptidos de células By T

puede inducir una fuerte respuesta inmune quimioselectiva (Pantarotto et al., 2003).

Prueba de esto, es el experimento realizado por Pantarotto y sus colaboradores
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(2003), ellos unieron covalentemente un epitopo de células B neutralizantes del
virus de la fiebre aftosa (FMDV) a un CNT. En sus resultados encontraron que los
nanotubos péptido-carbono provocaron fuertes respuestas de anticuerpos
anti-péptido en ratones en comparacion con el péptido no conjugado. Ademas, los
anticuerpos generados tenian la capacidad de neutralizar el virus, demostrando asi
el potencial de los nanotubos de carbono como componentes para el desarrollo de

vacunas sintéticas.
Diagnéstico

Se define al diagndstico como el proceso de analisis, evaluacion y reconocimiento
de una situacion, a través de datos, pruebas, observaciones y hechos recogidos y
organizados sistematicamente para determinar sus tendencias (Estela-Raffino,
2020). El diagndstico nos permite juzgar mejor qué es lo que esta pasando y con

base en ello solucionar un problema o remediar un mal.

Debido a que el diagndstico es usado frecuentemente en la medicina, se ha
desarrollado tecnologia para facilitar y visualizar datos que nos permitan determinar

las causas de enfermedades o lesiones.
Imagen Molecular

Una de las herramientas mas importantes para el diagndstico es la imagen por
resonancia magnética (IRM), esto debido a que tiene la ventaja de poder penetrar
casi cualquier tejido sin ser invasiva y no producir radiacion ionizante
(Rodriguez-Galvan et al., 2020).

La resonancia magnética se basa en un fenomeno mediante el cual los protones
del agua pueden absorber o emitir energia al ser excitados por senales de
radiofrecuencia cuando estos se encuentran en el interior de un campo magnético

muy intenso (Constantine et al., 2004).

Como el cuerpo humano esta formado por moléculas de agua, la resonancia
magnética puede identificar un érgano o estructura de tejido determinados mediante
la deteccion de la densidad de protones del agua, su tiempo de relajacion

longitudinal T1 y su tiempo de relajacion transversal T2 (Nitz y Reimer, 1999). De
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esta forma, por contraste, se pueden crear imagenes del interior del cuerpo

denominadas “cortes”.

Cuando los cortes no son lo suficientemente nitidos para un preciso diagndstico, se
recurre a usar agentes de contraste paramagnético con el fin de acortar las tasas de
relajaciéon, y de esta forma generar un contraste entre el tejido sano y enfermo
(Csajbok et al., 2005).

Actualmente se estan investigando los CNTs como medios de contraste para la
obtencion de imagenes por resonancia magnética (IRM). Generalmente estos
consisten en SWNTs decorados con iones del metal paramagnético gadolinio
(Figura S19), a los cuales se le denomina con el nombre de gadonanotubos
(Andrade-Cuel et al., 2012).

La principal razén por la cual se crearon los gadonanotubos es porque inducen una
relajacion de 10 a 90 veces mayor que otros agentes disponibles a base de
gadolinio (Gd) y  evitan toxicidad al secuestrar el ion gadolinio (Figura
S19)(Sitharaman et al., 2005).

Ademas, ofrecen una obtencién de imagenes fiables con una dosis menor; se
pueden dirigir células, tejidos y moléculas especificas; tienen alta liposolubilidad y
mantiene su integridad a pesar de los cambios bruscos de pH que puede llegar a

experimentar dentro del cuerpo (Hartman et al., 2008).

side-wal| defects

Figura S19. Representacion de un solo tubo de un CNT ultracorto, cargado con iones Gadolinio.(Sitharaman et
al., 2005)

Existen dos formas de funcionalizar el ion gadolinio al SWCNT:

La primera es de manera no covalente, podemos poner como ejemplo a los
nanotubos ultracortos (20-100 nm). Estos tienen defectos en sus paredes, creados
por un procedimiento de corte llamado fluoracion, lo que les permite tener en la

superficie exterior del tubo un armazén invaginado versatil para la fijacién no

131



covalente de los iones gadolinio,. Estas invaginaciones no permiten una distribucién
uniforme de los iones gadolinio a lo largo de la superficie (Figura S19) (Sitharaman
et al., 2005)

La segunda es por enlace covalente, por ejemplo, a los fullerenos se les puede unir
covalentemente el ion gadolinio por el método de evaporacion del
arco/polihidroxilacion, dando como resultado Gadofullerenos (Figura S20). Aunque
este procedimiento no es especifico para SWCNT pudiera ser extrapolable a los
mismos, ya que sigue siendo sencillo (sintesis de un solo paso) y util para conjugar
covalentemente ligandos biorreactivos por medio de sus grupos hidroxilo (Mikawa et
al., 2001).

Otro ejemplo se da cuando existe un secuestro del ion gadolinio en un agente
quelante, este complejo amino-ion se funcionaliza con un enlazador de seis
carbonos que tiene un extremo amino el cual se utiliza para unir covalentemente al
grupo carboxilico en la superficie de un nanodiamante (Manus et al., 2010), este

mismo procedimiento puede ser ocupado para los SWCNTs.

Gd(IlN)-ND

Figura S20. Sintesis de un agente de contraste Gd (lll) funcionalizado con una amina para la unién a la

superficie del nanodiamante. Manus et al., 2010.
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