Synthesis

DEL PENSAMIENTO

T

RVENTURAS &

n I- i 'd- d I

NANOTUBOS DE CARBON

Nanovacunas, administracion de farmacos y terapias génicas
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@2 0S nanotubos de carbon
(NTC) sehan catalogado como
uno de los avances tecnol 6gicos
mas prometedores parael areame-
dica, ya que gracias a su tamaio pe-
guefio pueden transitar libremente a tra-

vés de la circulacion sanguinea e introducirse
en compartimentos celulares. También tienen la
ventgja de que por medio de reacciones quimicas
sencillas se pueden pegar alasuperficiedelosNTC
sustancias de interés clinico y facilitar el transporte
de estas sustancias a un lugar especifico. Incluso
estas nanoparticul as pueden ser utilizadas paratrans-
ferir DNA aunacélulacon unaeficienciamayor que
otros métodos convencionales como la
electroporacién o lamicroinyeccion. El objetivodela
presenterevision esdescribir de unamanerasencilla
como es que através delafuncionalizacion, el NTC
puede ser utilizado paralainvencion de nuevas va-

cunas, paralaadministracion efectiva de drogasy en revoluciona-
rias terapias génicas.

Aarén PIRA MORA.
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a. Limina de Grafeno B 5WNT

Figura 1. Estructura de los nanotubos de carbono.

¢, Qué son los nanotubos?

Un NTC es una nanoparticula cilindrica compuesta por una o
varias capas de grafeno enrolladas, |as cual es estan formadas
por multiples anillos de atomos de carbono perfectamente
estructurados (figura 1a).2 Su tamafio varia desde un didmetro
de unos pocos hanémetros y puede medir varios milimetros de
largo. L os enlaces quimicos que unen alos &tomos de carbono
en los NTC son uniones sp?, similares alas del grafito, y bajo
altas presiones los NTC pueden fusionarse modificando algu-
nos enlaces atipo sp® confiriéndole fuerzay longitud ilimitada.
Laslaminasde grafeno delos NTC se atraen entre ellas mismas
mediante fuerzas de van de Waals, de tal maneraquelosNTC
tienden a entrelazarse como unatrenzade cabello.

Deacuerdo con laestructurade su pared, losNTC seclasi-
fican en nanotubos de pared sencilla (SWNT; del ingléssingle-
walled carbon nanotubes) y nanotubos de pared compuesta
(MWNT; del inglés multi-walled carbon nanotubes). La es-
tructura de los SWNT (figura 1b) puede ser conceptualizada
por laenvolturade un solo atomo con una capa gruesade gra-
fito, dentro de un cilindro sin costura. Estos han sido |os mejo-
res candidatos parala miniaturizacién electrénica, debido asus
propiedades el éctricas. Se ha demostrado que después de una
excitacion conluz visibleflorecen aunalongitud de ondacerca-
naalainfrarroja(entre 900y 1600 nm).34 LosMWNT (figuralc)
estan formados por multiples capasde grafeno enrolladas sobre
ellas mismas formando un tubo® y la Ginica ventaja que presen-
tan sobre los SWNT es que son mas faciles de sintetizar.

Funcionalizacion de los NTC

Lamanipulacion delos NTC ha sido limitada debido aque son
insol ubles en lamayoriadelos solventes comunes.® En cambio,
la funcionalizacion organica de los NTC ha permitido un alto
nivel de solubilidad en cloroformo, diclorometano, acetona,
metanol, etanol eincluso en agua.”

Lafuncionalizacion delos nanotubos se basa en unareac-
cion de cicloadicién 1,3-bipolar con intermediarios cargados de
azometina, generadapor lacondensaci 6n entre un acido &amino
y un aldehido (figura 2). Esta interaccion fue corroborada al
comprobar, mediante microscopia de fuerza atémica, que los
compuestos con un extremo amino favorecian la transferencia
decargashaciael NTC desviando su neutralidad y esto aumen-
talafuerzade adhesi6n.8 También se determinaron dostiposde
interacciones, unaen lacual el grupo -NH, através de un solo
par electronico originabaunapolarizacion positivasobreel NTC,

lo cual generaunafuerzaatractivaentre las cargas nega-
tivas del par electronico y las positivas del nanotubo.
Unasituacion opuestaocurre cuando lainteraccion del —
NH, ocurre atraves de un atomo de H, el cual tiene una
cargaparcialmente positiva.

Figura 2. Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar
con intermediarios cargados de azometina entre
un a-aminoacido y un aldehido.

Interaccidén de los NTC en sistemas
bioldgicos
La solubilidad no fue el Unico beneficio obtenido de la
funcionalizacion de los NTC. Solo bastd poco tiempo
paradescubrir que alos grupos funcional es pegados en
lapared delos NTC se pueden conjugar unagran varie-
dad de moléculas de interés clinico. Actualmente, hay
varias investigaciones que evaltian el comportamiento
delosNTC funcionalizados (-NTC) en diferentes siste-
mas biol dgicos que se enfocan principal mente en anali-
zar su capacidad de penetrar distintos tipos de células.®

En unainvestigacion realizada por Kostarelosy co-
laboradores, el grupo funcional amino fue conjugado con
diferentestiposde moléculas, entrelas cual es habiason-
das fluorescentes, antibidticos e incluso proteinas. En
este estudio se demostr6 que losf-NTC, independiente-
mente del grupo funcional, son internalizados por todas
las células probadas. También observaron como los f-
NTC atravesaron lamembranaplasméticacelular paraal-
canzar la regién perinuclear después de dos horas de
incubacion (figura3).1°

Hay ciertos parametros que son criticos en cual quier
estudio farmacol 6gico, como lavidamediaen circulacion
sanguinea, laformaexcrecion, ladistribuciony laacumu-
lacion en diferentes 6rganos. Estos datos son importan-
tesa momento de proponer un nuevo sistematerapéuti-
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Figura 3. Internalizacién de CNT funcionalizados. a y b muestran una imagen confocal de células A549
incubadas dos horas en a) ausencia (control) y b) con 25ug del f-NTC. ¢) La membrana plasmatica fue tefiida
con WGA-TRITC (rojo) y el nacleo con TO-PRO3 (azul). El f-NTC se detecta mediante fluorescencia de color verde
(Kostarelos y cols., 2006).

co, independientemente de |a naturaleza del mismo.! Por
esta razon, Singh y colaboradores disefiaron un andlisis
farmacocinético en el cua utilizaronf-SWNT con un grupo
amonio marcados con un complejo fluorescentede[**In]y
pentaacetato de dietilenotriamina (DTPA).? En susresulta-
dos ellos observaron que los -SWNT inyectados por via
intravenosaen ratonesBAL B/ctienen unavidamediade 3.5
horas en circulacién sanguineay son excretados por laorina
sin ser retenidos por algin érgano del sistema reticulo
endotelial. Estos resultados, aunados ala capacidad de los
NTC para atravesar la membrana plasmética e introducirse
en cualquier célula, colocan alosNTC como candidatosva-
liosos para futuras aplicaciones terapéuticas.

Toxicidad

Otro parametro importante en el &rea médica eslatoxicidad
de los NTC dentro de los sistemas biol6gicos. Ya se han
realizado mas de 50 estudios enfocados en | os efectosdelos
NTC en la salud humanay el medio ambiente. De acuerdo
conunarevisionrealizadapor Helland y colaboradoresen el
2007, los efectos de los NTC dependen de las modificacio-
nesfisicasy quimicasque seleshayan realizado, asi comola
maneraen como estosfueron obtenidos. Durantelasintesis
delosNTC se utilizan diversos catalizadores como el niquel
y €l fierro, los cuales pueden quedar retenidos en sus pare-
desy aumentar su toxicidad. Un tratamiento posterior puede
modificar el tamafio, la pureza, €l grado de agregacién, la
estructura de la pared y la funcionalizacién de la superficie
delos NTC. Todas estas alteraciones determinan la toxici-
dad de laparticula. En el medio ambiente, losNTC han sido
consi derados como agentestransportadores de contaminan-

tesal adherirseasu superficie, metales, contaminantes orga-
nicos, fluoruros e hidrocarburos arométicos. Debido a su
naturalezalipofilica, los NTC pueden ser acumulados en las
raices delas plantas, entrando asi en lacadena alimenticia.

En cuanto a los riesgos a la salud, diversos estudios
han relacionado a los MWCNT con enfermedad
cardiopulmonar, a producir granulomas, reaccioninflamatoria
y fibrosis. Los SWCNT pueden originar inflamacién, dafio
celular y granulomas multifocal es cuando su via de entrada
esintratraqueal yaque son tomados por |os macrofagos en
vez de ser distribuidos sobre el espacio alveolar. Cuando la
via de entrada de los SWNT es por inhalacién, estos son
clarificados sin dafio alguno; adicionalmente no se ha en-
contrado ninguin efecto de toxicidad en lapiel .13

Estudios realizados en fibroblastos humanos, demos-
traron que laexposicién aNTC sin funcionalizar aumentala
apoptosis** celular, asi como una diferenciaen laexpresion
de genes involucrados en una el evada respuestainmune e
inflamatoria.®

A pesar detodas estasevidencias, existen estudios don-
de losf-NTC no muestran ningiin efecto téxico, como el de
Singh y colaboradores mencionado anteriormente, donde
losf-NTC sonclarificadosen 3.5 horasdelacircul acién san-
guinea. Biancoy colaboradoresen el 2004 determinaron que
enlasinvestigacionesdonde utilizaron NTC sinfuncionalizar
seobservé un mayor dafio citotéxico. Esto sedebeaquelos
NTC en su forma cruda contienen residuos metélicos toxi-
cosy soninsolubles. En cambio, enlasinvestigacionesdon-
de se usaron -NTC no hubo ningiin efecto toxico debido a
gue todos los residuos metélicos habian sido sustituidos
por grupos funcionalesy eran altamente solubles*®
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Aplicaciones de los nanotubos en
medicina

Actualmente, alos NTC se les ha involucrado en variasin-
vestigaciones debido a su capacidad de ser funcionalizados,
uniendo asu superficieligandos deinterés médico para utili-
zarlos como biosensores, marcadores fluorescentes a escala
molecular, sondas y acarreadores. Ademds, por su tamafio,
pueden transitar libremente através delacircul acién sangui-
neay atravesar la barrera encefdica, €l epitelio estomacal y
pueden ser filtrados por el bazoy el rifion, convirtiéndose en
unagran alternativaparael &reaterapéutica. A continuacion
se mencionardn algunas de las aplicaciones donde se han
obtenido resultados prometedores en el &rea médica.

Nanovacunas

Hoy se cuenta con un alto repertorio de vacunas que nos
proveen deinmunidad paravarias enfermedades; sin embar-
go, muchasdeestas utilizan proteinas de pocabiodistribucién
y no producen unarespuestainmune efectiva. EnlosUltimos
anos se han desarrollado nuevas vacunas que utilizan
nanoparticulas como transportadores de moléculas
antigénicasafin demejorar su biodistribucion. Por otrolado,
€l tamafio de un NTC se puede comparar con un virusy es
capaz de producir una respuesta inmune especifica contra
microorganismos intracelulares.t’

Los NTC pueden ser considerados como transportado-
resideal es de péptidos antigénicos, por o que se hagenera-
do gran interés por estudiar sus propiedades
inmunogénicas.*® Pantarotto y colaboradores en el 2003
funcionalizaron CNT con un péptido del virus de la fiebre
aftosa (FMDV) y demostraron que el péptido funcionalizado
no pierde su capacidad antigénica, por que conserva sus
caracteristicasestructurales. También se evalué lacapacidad
inmunogénicadel f-NTC con el péptido en un sistemaexperi-
mental murino. Sorprendentemente, la produccion de
anticuerpos fue mayor en los ratones inmunizados con losf-
NTC con el péptido, en relacion con los niveles encontrados
en los ratones inmunizados Gnicamente con el péptido.®

Un dato importante es que no se encontraron anticuerpos
contrael NTC desnudo. Esto sugiere que no existe unares-
puesta cruzadaentre el NTC y el péptido, 1o cual suele pre-
sentarse cuando se utilizan proteinas como vectores. Estos
resultados ubican alos NTC como uno de los candidatos
ideales en cuanto ala fabricacién de vacunas.

Administracién de drogas terapéuticas

Algunos problemas asociados con |a administracién de dro-
gas terapéuticas se deben a que estas presentan
farmacocinéticas desfavorables debido a su solubilidad y
biodistribuciénlimitada, su ausenciadeselectividady el dafio
gue producen alos tejidos. Todos estos problemas pueden
ser eliminadosal implementar un sistemaespecifico quedirija
ladrogaal lugar deseado. Los NTC son considerados como
excelentestransportadores, yaque pueden cruzar lamembra-
naplasméticay distribuirse enlos diferentes compartimentos
celulares?°

Figura 4. Complejo entre DNA y f-NTC.
(Bianco y cols., 2004).

El desarrollo de NTC funcionalizados con drogas
(antibidticos, antiviralesy drogas contra el cancer) pueden
ser dirigidos haciaunapoblacion celular especificasin con-
secuencias colaterales; esto, mediante el uso de motivos
activos de reconocimiento presentes simultaneamente en el
-NTC.2! En un estudio realizado por Pastorini y colabora-
dores se utilizaron -NTC con isotiocianato de fluoresceina
(FITC, marcador fluorescente) y metotrexato (MTX); este
tltimo una droga ampliamente utilizada en el tratamiento
contra el cancer. Los f-NTC fueron administrados en culti-
vos de células Jurkat en los cuales se observé unarapida
internalizacion. Asimismo, se encontrd unaampliadistribu-
cion delasefial fluorescente alrededor de la membrana nu-
clear, lo cual esmuy favorable paraunaaccion efectivadela
droga.??

Terapiagéenica

La terapia génica ha sido muy prometedora en cuanto al
tratamiento de unagran variedad de enfermedades como el
cancer y desordenes genéticos. La naturaleza cationica de
los f-NTC essuficiente paraformar compl e os con fragmen-
tos de DNA 22 Ademés, se demostré que los SWCNT tie-
nen unagran afinidad por las cadenas sencillas de DNA y
que mediante interacciones hidrofébicas es posible
funcionalizar covalentemente losNTC con el DNA.

En cuanto a estudio de los NTC como vectores de
transferencia de genes, Bianco y colaboradores en el 2004
unieron mediante interacciones el ectroestéaticas plasmidos
pCMV-4gal, los cuales expresan una proteina &-
galactosidasa, con NTC previamente funcionalizados obte-
niendo los complejos mostrados en la figura 4. Al utilizar
estos complejos para la transferencia de genes se obtuvo
unaexpresion delaé-galactosidasa’5 a 10 veces mayor com-
parado con latransfeccion del plasmido Gnicamente.?*

Finalmente, se puede concluir que la principa ventaja
que ofrecen los NTC es su capacidad de transportar molé-
culas hacia cualquier espacio intracelular de una manera
especifica, por o quelos NTC constituyen unatecnologia
emergente con un gran potencial de aplicacion en el &rea
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médi ca paradireccionar laadministracion dedrogasen tera-
piagénicay en la produccion de vacunas. Sin embargoy a
pesar de que los NTC han tenido buenos resultados tanto
en cultivos celulares como en animales de laboratorio, sur-
gen las preguntas: ¢tendran los NTC los mismos resultados
al ser utilizados en humanos?; ¢no podran tener un efecto
téxico alargo plazo o a dosis repetidas?; ¢tendran los mis-
mosefectossi son administrados por viaoral yaquesetiene
evidenciade su absorcién gastrointestinal ? Todas estas pre-
guntas nos demuestran que aun falta mucho por investigar
enel casodequesequieraampliar el usodeNTC aaplicacio-
nes médicas en pruebas clinicas.
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