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Resumen— En diferentes enfermedades
neurodegenerativas, el estrés oxidativo afecta directamente a
las neuronas y/o células gliales, lo que provoca un déficit en la
actividad del sistema nervioso. Hasta ahora, las terapias anti-
oxidantes no han mostrado un eficiente efecto neuroprotector.
Dentro de las propuestas terapéuticas mas recientes, se
encuentran los nanotubos de carbono; debido a sus
propiedades fisicas y quimicas. En el presente trabajo, se
evaliua la citotoxicidad y el posible efecto protector de las
nanoestructuras de carbono, mediante la combinacion de las
propiedades fisicoquimicas de las nanoestructuras dopadas con
nitrogeno y funcionalizadas con grupos amino y acidos
carboxilicos en la linea C6 de células gliales en cultivo,
expuestas a estrés oxidativo. Los resultados muestran que las
nanoestructuras de carbon funcionalizadas con grupos amino
parecen ser mas toxicas con respecto a las funcionalizadas con
grupos carboxilicos. Ademas al co-aplicarlos con el factor
inductor de estrés oxidativo (H,0, 0 acido
ascorbico+CU(NOs),), mas del 60% de las células contintian
siendo viables; indicando que los nanotubos actian inhibiendo
el efecto téxico inducido en el cultivo celular. Esto sugiere la
posibilidad de considerarlos como reductores potenciales de
estrés oxidativo; y como posible aplicacién complementaria con
otras terapias para algunas enfermedades neurodegenerativas.
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I. INTRODUCCION

En diferentes enfermedades neurodegenerativas, se genera
un desbalance bioquimico que tiene como consecuencia una
cascada de eventos secundarios que pueden afectar la
conectividad en las redes neuronales o incluso inducir la
muerte de las células nerviosas. Uno de los eventos toxicos
que se producen es el estrés oxidativo ocasionado, por la
liberacion excesiva del neurotransmisor excitador glutamato,
que induce la sobreproduccion de radicales libres,
disfunciéon mitocondrial y la liberacién de citocromo C.
Durante este fendmeno las especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) alteran directamente la
estructura y funcion celular, teniendo como destino final en
la cascada bioquimica la liberacion y activacion de
inductores apoptodticos [1]. Se ha considerado que el bloqueo
de algunos de estos factores pudiera constituir un enfoque
terapéutico prometedor en las enfermedades del Sistema
Nervioso Central (SNC).

Desafortunadamente, las terapias antioxidantes que existen
no protegen del todo a las células nerviosas. Recientemente,
los nanotubos de carbono han tenido gran auge en el area
biomédica, especificamente los nanotubos de pared multiple
(MWCNT, por sus siglas en inglés), ya que se ha reportado
que tienen la capacidad de modificar positivamente la
conectividad neuronal [2] asi como de capturar y eliminar
del medio radicales hidroxilos (OH) en ensayos in vitro [3].
Por esta razon se ha considerado que pudieran tener alguna
aplicacion biologica y/o terapéutica en enfermedades
neurodegenerativas donde hay sobreproduccion de ROS.
Cabe sefialar que dichas funciones terapéuticas dependeran
de las caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas
individuales de los nanotubos, que son determinadas en su
proceso de sintesis [4] y la interaccion con algunas terapias
farmacoldgicas existentes [5].

En el presente trabajo se tiene por objetivo estudiar el efecto
téoxico y posiblemente neuroprotector de los nanotubos de
carbono con superficies modificadas y del 6xido de grafeno
(GO) en células gliales dafiadas con un factor inductor de
estrés oxidativo. Ambos materiales son buenos candidatos
para aplicaciones biomédicas [6], esto se debe a sus
propiedades fisicoquimicas, tales como: flexibilidad,
conductividad, disponibilidad del drea superficial y
biocompatibilidad. Dicha biocompatibilidad se consigue
mediante la funcionalizacion covalente o supramolecular de
la superficie de las nanoestructuras de carbono con grupos
amino o acidos carboxilicos que facilitan su interaccion con
diversas biomoléculas [7].

II. METODOLOGIA

Funcionalizacion y caracterizacion de los nanotubos de
carbon y del oxido de grafeno

Los nanotubos de carbono dopados con nitrogeno fueron
sintetizados por deposicion quimica de vapor (CVD) por el
método descrito por Carrero-Sanchez et al. [8]
Posteriormente se llevd a cabo una funcionalizacion
supramolecular utilizando polielectrolitos como el acido
poliacrilico (PAA, Sigma-Aldrich Mw ~ 100,000) y la
polictilenimina ramificada (PEI, Sigma-Aldrich Mw
~25,000). Por otra parte el 6xido de grafeno (GO) se obtuvo
por el método de Hummers modificado [9] a partir de
grafito natural. E1 GO obtenido se hizo reaccionar con acido
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tricloroacético (Sigma-Aldrich) en un medio altamente
basico (pH=12) para convertir todos los grupos epoxi y los
grupos hidroxilos en grupos carboxilicos y homogeneizar
los grupos sustituyentes en el GO. Para reducir el tamafio y
obtener dimensiones diferentes en las hojas de GO, éste se
someti6 a diferentes tiempos de sonicacion. Finalmente los
materiales de GO obtenidos se funcionalizaron en forma
covalente con polietilenglicol diamina (PEG-NH,, Sigma-
Aldrich Mw ~ 2000) a través de una reaccion de amidacion.
Todos los reactivos utilizados para la sintesis de las
nanoestructuras de carbono asi como los reactivos utilizados
en la funcionalizacion de los mismos se utilizaron sin
ninguna modificacion o purificacion adicional. La
funcionalizacion del material se verificoO mediante las
técnicas de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR: Perkin-Elmer) y los cambios en el potencial
zeta en la superficie de los materiales funcionalizados
(Zetasizer: Nano ZS90, Malvern). Al finalizar, las muestras
se observaron por microscopia electronica de barrido (SEM:
JSM-7000F, JEOL).

Ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular

La determinacion de la citotoxicidad se llevd a cabo en
células la linea C6 de astroglia, proveniente de glioma de
rata (pasaje 22) (ATCC®, The Global Bioresourse Center).
Las células se sembraron en una microplaca de ELISA de 96
pozos a razén de 2 x 10* por pozo, y con medio compuesto
por F12 Ham, Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
(DMEM, GIBCO®) (1:1), enriquecido con 10% de suero
fetal bovino (GIBCO-BRL™), con 100 Ul/mL de antibiéticos
(penicilina y estreptomicina, GIBCO-BRL®), e incubacion a
37°C en una atmosfera compuesta por 95% de aire, 5% de
CO, y humedad relativa de casi 100% por 24 horas.

En el primer protocolo las células fueron incubadas en
medio de cultivo conteniendo por separado los nanotubos a
una concentracion de 20 pg/mL de MWCNT, MWCNT-
PEL, MWCNT-PAA, GO-PEG-NH,, el H,0O, (50, 100 o 200
UM; Sigma—Aldrich®) o el acido ascorbico + CU(NO;),. La
exposicion de las células de los nanotubos o al H,O, fue de
24 horas, mientras que al acido ascérbico + CU(NO3), s6lo
por 30 minutos. El segundo protocolo consistié en co-aplicar
en las células los nanotubos + H,0, por 24 horas.
Posteriormente, se retir6 el medio de cultivo con los
nanotubos y H,O, y se lavaron tres veces por 5 minutos con
una solucion amortiguadora al 1x (Phosphate Buffered
Saline, PBS; por sus siglas en inglés) por 10 min. Al
concluir los lavados, se anadieron 10 pL del reactivo WST-1
“Cell proliferation reagent” de Roche® para evaluar la
viabilidad celular, y se incubaron 2 horas. Finalmente, se
realizo la lectura de las absorbancias a 440 nm, en un lector
de placas de ELISA Tecan operado por el programa
computacional i-control. Al finalizar los datos se analizaron
estadisticamente en el programa Origin Pro 9.0%. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado con 3 réplicas cada
uno.
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1. RESULTADOS
Los espectros infrarrojos de las muestras MWCNT-PAA,
MWCNT-PEI y GO-PEG-NH,, presentan bandas que
confirman la funcionalizacion con los diferentes polimeros.
Por ejemplo alrededor de 1200 cm™ se presenta el
estiramiento C-N y alrededor de 700 el meneo N-H (aminas
primarias y secundarias) en las nanoestructuras
funcionalizadas con grupos amino. En el caso de las
estructuras con grupos acido carboxilico, se presentan las
bandas de estiramiento O-H entre 3300-2500 cm™, los
estiramientos de C=0 alrededor entre 1800 -1500 cm™, asi
como los estiramientos del enlace C—O entre 1400-1200 cm
!, También se observan los estiramientos C-C de los anillos
bencénicos que conforman la red grafitica de las
nanoestructuras de carbono alrededor de 1500 cm™. Ademas
bandas caracteristicas que confirman la presencia de los
polimeros se observan entre 3000 — 2700 cm™ (Figuras 1 y
2).
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Figura 1. Micrografias capturadas por microscopia electroénica de barrido
(MEB) y espectro infrarrojo y de MWCNT, MWCNT funcionalizados.
Del lado izquierdo se muestran dos micrografias en los cuales se observan
la morfologia que sufren los nanotubos de carbono antes y después de
funcionalizar (A) MWCNT (B) MWCNT —PEI Del lado derecho se
muestra el espectro IRTF de MWCNT, MWCNT-PETl y MWCNT-PAA, en
el cual se presenta una banda caracteristica del enlace sencillo C-C,
presente en el polielectrolito PEI a 1244cm™. Mientras que a 1632cm'se
presenta la banda de los enlaces dobles entre C-C de las nanoestructuras de
carbono, finalmente los enlaces C=0 a 1725¢m’™. Barras de calibracion y
aumentos: 100 nm (A y B); 120,000 X (A) y 40.000 X (B).
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Figura 2. Micrografia por MEB y espectro infrarrojo de 6xido de grafeno
de 6xido de grafeno (GO) funcionalizado con PEG-NH,. En la parte
izquierda se presenta una micrografia de GO donde se observan hojas de
dimensiones irregulares (A) y (B). Del lado derecho se presenta el espectro
IRTF de GO-PEG-NHj,, con una banda caracteristica del enlace C-N a
1244cm™ a 1632cm™ el enlace C=C y a 1725 el enlace C=0, los cuales son
propios del GO. Barras de calibracién y aumentos: 5 um; 5.000 X (A) y
2um; 6.000 X (B).



Adicionalmente, se realizo una prucba de la
funcionalizacion donde el cambio en el potencial zeta de las
muestras, que fue negativo para MWCNT-PAA (-51.7eV) y
positiva para la muestra MWCNT-PEI (+7.92eV), debido a
los grupos funcionales presentes en las moléculas unidas a
los nanoestructuras de carbono.

En las pruebas biologicas, primero exploramos la viabilidad
celular ante la exposicion de los nanotubos per se en el
cultivo de células gliales; y encontramos que tanto las
nanoestructuras de carbon funcionalizadas con aminas
(MWCNT-PEI) y grupos carboxilicos (MWCNT-PAA),
como las laminas de GO (GOG y GOCH) generan cierta
toxicidad celular con respecto a los no funcionalizados
(Figuras 3y 4).
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Figura 3. Graficas que presentan el porcentaje de viabilidad celular,
después de la exposicion de los factores toxicos H,O; o acido
ascorbico+Cu(NOs),, los polielectrolitos, MWCNT, MWCNT y GO
funcionalizados. En (A) se observa la reduccion en el porcentaje de las
células viables expuestas a las diferentes concentraciones de H,O, y al
acido ascorbico + Cu(NOs), con respecto a las células no tratadas. En (B) se
muestra el porcentaje de células viables después de incubarlas con sélo los
nanotubos a una concentracion de 20 pg/ml. Se puede observar que PAA,
MWCNT-PEL, MWCNT-PAA, GOG Y GOCH, mostraron cierta toxicidad
con respecto a las células no tratadas. Promedio de tres experimentos
realizados por triplicado (+P<0.01).

Posteriormente, determinamos la concentracidn necesaria
para inducir estrés oxidativo moderado en las células gliales
en cultivo, a través de la aplicacion del H,O, y acido
ascorbico + Cu(NO;),. Encontramos que para inducir
gliotoxicidad moderada fue necesario aplicar
concentraciones de 100, 200 o 300 uM de H,O, por 24
horas, donde el porcentaje de las células viables se redujo

aproximadamente 87, 67 y 53% respectivamente. Mientras
que en los experimentos en los cuales se aplicod acido
ascorbico + Cu(NOs), por 30 minutos, se encontrd que la
viabilidad celular se redujo al 28% con respecto a las células
no tratadas(Figura 3).

Figura 4. Micrografias capturadas por microscopia de luz en campo claro.
Se muestran algunos ejemplos de las células sin tratamiento (A), expuestas
al factor toxico H,O, 100 y 200uM, respectivamente (B-) y a so6lo los
nanotubos de carbon (D) MWCNT; (E) PAA; (F) PEL; (G) MWCNT-PAA,;
(H) MWCNT-PEL Barra de calibracién y aumento: 100pm; 20 X.

En los experimentos de co-aplicacion de los nanotubos +
H,0, por 24 horas y nanotubos + Cu(NO;), por 30 minutos,
encontramos que el porcentaje de las células viables
incremento significativamente, y representa
aproximadamente el 55 y 47% con respecto a las células
expuestas a s6lo el H,O, o acido ascorbico + Cu(NO;),
(Figura 5).
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Figura 5. Graficas que presentan el porcentaje de viabilidad celular,
después de la co-aplicacion del acido ascorbico+CU(NO3),, los nanotubos
MWCNT y GO funcionalizados. Se puede observar que el porcentaje de
células viables increment6 en todos los casos en los se co-aplicé el acido
ascorbico+CU(NO;),+ los nanotubos. Promedio de tres experimentos
realizados por triplicado (xP<0.01).

IV. DISCUSION
En el presente trabajo se analizdo el efecto toxico que
pudieran inducir per se los nanotubos de carbono y el 6xido
de grafeno con superficies modificadas. Asi como explorar
el posible papel neuroprotector de los nanotubos en un
cultivo de células gliales, en las cuales se indujo
gliotoxicidad, a través de dos factores inductores de estrés
oxidativo. Contrario a lo que esperabamos los nanotubos
funcionalizados presentaron toxicidad en el cultivo celular,
con respecto a los no funcionalizados. Es posible que dicha
toxicidad se deba a la acumulacion y/o precipitacion de las
nanoestructuras en el medio del cultivo celular, limitando la
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liberacion de factores troficos necesarios para el crecimiento
y proliferacion celular, asi como la concentracion de los
nanotubos utilizada en la linea celular C6 (20 pg/ml),
aunado a la interaccion negativa con los componentes del
medio de cultivo; lo que implicaria que las células presenten
un proceso de vacuolizacion [10], inhibiendo la
proliferacion celular y como consecuencia final la muerte
celular. Por otro lado, tal y como se ha descrito en otra linea
celular el GO es posible que difunda al interior de la célula
[11], acumulandose e interactuando con otras biomoléculas,
lo cual generaria cambios que pudieran alterar el ciclo
celular. Sin embargo, atn falta por determinar el tipo de
interaccion que presentan las nanoestructuras de carbon con
diferentes componentes celulares. Al realizar los
experimentos de co-aplicacion, observamos que el
porcentaje de las  células  viables  incrementd
considerablemente con respecto a las células tratadas con
cualquiera de los dos factores generadores de estrés
oxidativo. Esto confirma la capacidad de los nantotubos para
captar los radicales hidroxilos (OH-) y superoxido (O,-) [3]
y hacer menos téxico el medio que rodea a las células. Estos
resultados nos pudieran indicar que los nanotubos de carbéon
y el 6xido de grafeno con superficies modificadas pudieran
fungir como posibles terapias alternas o bien complementar
las existentes, con la finalidad de reducir el ambiente toxico
que se genera debido al estrés oxidativo en diferentes
enfermedades neurodegenerativas [1]. Sin embargo, aun
faltan varios estudios para confirmar dicha propuesta.

V. CONCLUSIONES

Concluimos que para lograr una buena dispersion de los
nanotubos en el medio se requiere de la funcionalizacion de
la superficie de las nanoestructuras de carbono. Cabe
mencionar que los MWNT sin funcionalizar, sélo con
dopaje con nitrogeno son menos citotoxicos que aquellas
nanoestructuras funcionalizadas con aminas. Por otro lado,
determinamos la concentracién necesaria para inducir
gliotoxicidad moderada con H,O, o con acido ascoérbico +
CUNO3), en las células gliales en cultivo, lo cual
buscaremos revertir a través de las nanoestructuras de
carbono menos citotoxicas. Finalmente, es necesario
mencionar que aun faltan diversos estudios por realizar para
determinar la interacciéon de las nanoestructuras a nivel
celular, asi como su posible aplicacion biomédica e
interaccion con algunos farmacos.
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