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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la funcionalizacion de nanotubos de carbon de pared simple (NTC) con el
acido folico (AF) y se midio el aumento de la temperatura de soluciones acuosas de NTC-AF irradiadas con
una bombilla comercial incandescente, que emiten principalmente radiacion infrarroja. El procedimiento de
funcionalizacidn se inspir6é en un método de sintesis usado para la aminacion de la lipasa B de la Candida
antartica, utilizando el EDAC como agente de activacion de los grupos carboxilicos superficiales presentes
en los NTC. Los materiales se caracterizaron principalmente mediante I.R-ATR y DLS.

Se observo un aumento de la temperatura de los nanotubos funcionalizados cuando se irradiaron con una
bombilla de 60 W durante una hora. La importancia de lograr un aumento de la temperatura radica en la
aplicacion de estos biomateriales en un tratamiento termo terapéutico, como un método alternativo para la
destruccion de células cancerigenas o las infectadas con parasitos como la Leishmania, en cuyo caso las cé-
lulas enfermas se pueden “quemar” mediante el efecto térmico localizado.

Palabras claves: Nanotubo de Carbono, Acido Félico, Funcionalizacion, Irradiacion IR.
ABSTRACT

This project studied the functionalization of carbon nanotubes single wall (NTC) with folic acid (FA) and
it was also measured the rise in temperature of aqueous solutions of NTC-AF irradiated with commercial
incandescent bulb, which mainly emit infrared radiation. The functionalization process was inspired from a
synthesis method used for the amination of the lipase B from Candida Antarctica, EDAC is used as activating
agent of the carboxyl groups present on the NTC surface. The materials were characterized mainly by IR-
ATR and DLS.

It was observed an increase in temperature of the functionalized nanotubes when irradiated with a 60 W light
bulb for an hour. The importance of achieving an increased temperature of this biomaterial under irradiation
is its application in thermal therapeutic treatment. It’s an alternative method to eliminate cancer cells or tho-
se infected with parasites such as Leishmania, in which the diseased cells may “burn” by localized thermal
effect.
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INTRODUCCION

El interés en el campo de la nanotecnologia se ha incre-
mentado de manera notable en la ultima década, debido
a su gran aplicacion en campos tales como la medicina,
quimica, ingenieria, bioquimica etc. La comprension a
nivel atdmico del efecto de los farmacos, del proceso de
creacion de fuentes de energia inagotables y del ataque
a plagas, han hecho que la comunidad cientifica consi-
dere la nanotecnologia como uno de los mas innovado-
res y ambiciosos proyectos de la ciencia moderna.

La estructura de los nanotubos esta formada por atomos
de carbono que se encuentran unidos mediante enlaces
7, considerado como un enrollamiento de una lamina
de grafeno, el cual se puede clasificar en dos tipos de-
pendiendo del nimero de capas presentes: nanotubos
de pared simple (NTCPS) cuya capa es bidimensional
formando un cilindro de didmetro nanométrico y los na-
notubos de multiples paredes (NTCPM) formados por
varias capas concéntricas a una distancia similar a la
distancia interplanar del grafito.

Los nanotubos de carbono (NTC), los cuales se descri-
ben como una forma alotropica del carbono tal como el
diamante o los fullerenos presentan un amplio rango de
propiedades estructurales, electronicas y térmicas que
permiten trabajar a escala molecular, realizar sintesis de
nanoestructuras y auto ensamblado (1). Las propieda-
des de los NTC han permitido visionar aplicaciones en
el campo de la nanotecnologia(2). El presente trabajo
esta enfocado hacia el disefio de un material nanohibri-
do a base de NTC y AF utilizando como estrategia una
funcionalizacion que permita la posibilidad de obtener
materiales bioconjugados sin modificar las propiedades
electronicas y estructurales de los NTC.

Se espera que la funcionalizacion con el AF pueda fa-
cilitar la internalizacion selectiva del NTC en células
enfermas, ya que se ha indicado que en las células can-
cerigenas se manifiesta una sobreexpresion de recepto-
res de folatos (3), luego la presencia del AF permitira
el ingreso del NTC a la célula, la cual al irradiarse con
radiacion infrarroja excitard los NTC, generandose un
aumento local de la temperatura para “quemar” la cé-
lula (4).

108

MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos y reactivos

Los nanotubos de carbono de pared simple carboxila-
dos (NTC-COOH), acido folico (AF), etilendiamina
(EDA), hidroxido de sodio, acido clorhidrico, N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (EDAC), KH,PO, y K, HPO,
fueron adquiridos de Sigma Aldrich, usados sin poste-
rior tratamiento.

Funcionalizacion de NTC-COOH con Etilendiami-
na.

En un vaso de precipitado se mezclaron 20 mg de NTC-
COOH, una soluciéon acuosa 1M de EDA. y 2mg de
EDAC, en un bafo de hielo y se mantuvo con agitacion
constante durante 1 hora. Posteriormente se centrifugd
la mezcla a 14000 rpm, extrayendo el sobrenadante y
lavando con agua destilada para eliminar el exceso de
EDA que no reacciono. Finalmente el sélido obtenido
se secO a temperatura ambiente.

Funcionalizacién de NTC-EDA con Acido Félico.
En un vaso de precipitado se prepar6 una solucion de
AF (10mg en 22 mL de buffer fosfato (25 Mm). Lue-
go se adicionaron 42 mg (10 mM) de EDAC y 10 mg
de NTC-EDA, se realizé una agitacion durante 1 hora.
Posteriormente la mezcla se centrifugé a 14000 rpm,
extrayendo el sobrenadante y lavando con agua para
eliminar el exceso de AF que no reacciono. El sélido
obtenido se seco a temperatura ambiente.

Evaluacion del efecto térmico de la funcionalizacion
NTC-AF.

- Preparacion de soluciones de 100 y 1000ppm.

En un balén aforado de 50 mL se colocaron los NTC-
AF y se adiciono la cantidad requerida de agua mine-
ral para la concentracion deseada. Luego, la mezcla se
agitd durante 10 minutos y posteriormente fue sonicada
durante 20 minutos en un ultrasonic processor.

- Irradiacién con luz IR de las soluciones.

Se utilizé una bombilla incandescente de 60 W, este tipo
de lamparas emite alrededor del 75% radiacion infra-
rroja, 15% luz visible y 10% radiacion ultravioleta. La
lampara se ubic6 a 15 cm de las soluciones en un siste-
ma cerrado y se llevo un control de temperatura cada 15
minutos hasta llegar a una hora. Se utiliz6 como blanco
el agua
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Caracterizacion espectroscopica de NTC-AF y NTC-
EDA mediante IR/ATR.

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un es-
pectrofotometro FT-IR Bruker modelo Tensor 27.

Determinacion del tamafio de particula mediante
dispersion de luz dinamica (DLS).
Los espectros de DLS fueron obtenidos mediante un
equipo zetasizer nano modelo ZS90.

RESULTADOS Y DISCUSION

Funcionalizacion NTC

2 H
EDAC HN/©)LOHH/!ICODH

Figura 1. Esquema de: Funcionalizacion del NTC.

El procedimiento de funcionalizacion del NTC con
EDA y AF se indica en la figura 1, el cual se basé en un
método de sintesis desarrollado para la aminacion de
la lipasa B de la Candida antartica (5), usando EDAC
como agente activante de los grupos carboxilicos pre-
sentes en la superficie de los NTC-COOH , lo que per-
mite el ataque nucledfilico de uno de los grupos amino
de la EDA, formando asi un enlace amida, y a su vez
dejando libre un grupo amino primario para su funcio-
nalizacion con un grupo carboxilico.

Caracterizacion del NTC-COOH, NTC-EDA vy
NTC-AF mediante IR/ATR.

La funcionalizacion de NTC con EDA y AF se confirmo
por Espectroscopia IR/ATR. En la figura 2 se indica el
espectro del NTC-COOH, se observa la presencia del
grupo COOH presente en el NTC, mediante la banda de
estiramiento del OH libre en 3678.69 cm', la banda en
el plano del C-O-H en 1426.27 cm™!, la banda de flexion
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del OH en 1396.42 cm™ y la banda caracteristica del
C=0en 1700.20 cm™.
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Figura 2. Espectro IR/ATR del NTC-COOH.
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Ademas, se confirmo la presencia del NTC, que debido
a su naturaleza aromatica presenta ciertas bandas ca-
racteristicas: la banda de sobretono de los compuestos
aromaticos en 2097.99 cm, el estiramiento del CH en
la region en 2981.09 cm™ y la banda fuera del plano de
los compuestos aromaticos sustituidos en 675.90 cm™.
Adicionalmente, hacia longitudes de ondas altas se evi-
dencia la banda de los grupos OH libres en 3838 cm™.
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Figura 3. Espectro IR/ATR del NTC-EDA

En la figura 3 se muestra el espectro del NTC-EDA,
donde se observa la banda de alargamiento del N-H de
una amida secundaria en 3321 cm’', ademas se identifi-
can las bandas de estiramiento del C-H en aminas alifa-
ticas, la banda I de la amida del C=0 en 1620.16 cm™ y
la banda II de la amida en 1568.39 cm™ y se corrobora
la presencia del grupo etilo de la amina por la presencia
de las bandas asociadas al estiramiento del grupo CH,
en 2921.17 cm™! y 2846.34 cm™!. También se confirma
el enlace carbono-nitrogeno en la banda de estiramiento
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del CN en 1083.20 ecm™ y 1236.06 cm™!, una banda dé-
bil resultado de la interaccion entre la flexion del N-H
y tension de alargamiento del C-H. La banda fuera del
plano del N-H se observa en la region de 645.80 cm'.
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Figura 4. Espectro IR/ATR del NTC-AF

El espectro IR de NTC-AF muestra en la figura (4), la
presencia del acido folico se evidenci6 por medio de las
siguientes bandas: alargamiento del N-H en 3320 cm'!
y la banda de estiramiento del C=0 en 1688.79 cm™.
Adicionalmente, una doble absorcion del benceno con-
jugado en 1612.03 cm™!, en 1570.34 cm™! la banda II de
la amida, las bandas simétricas y asimétricas del COO-
en 1339.66 cm! y 1411.59 cm y en 1481.70 cm™! banda
caracteristica del heteroanillo conjugado de doble enla-
ce. Y se evidencian algunas bandas caracteristicas del
producto intermedio NTC-EDA con la aparicion de dos
bandas caracteristicas del grupo metilo en aminas alifa-
ticas en 2923.82 cm™ y 2848.36 cm’!, se intensifico la
banda de tension del N-H en 3413.55 cm’'.

Determinacion del tamaiio de particula

El tamafio de particula medido, indic6 que se produce
un cambio en el tamafio de la particula a medida que se
funcionalizé el NTC con EDA y AF, tal como se obser-
va en la tablal. Ademas, los indices de polidispercion
(PDI), los cuales estan asociados al tipo de dispersion
de cada particula, en este caso el valor de 0.1 indica el
tipo de particula presente, en este caso es de tipo mo-
nodispersa.

Evaluacion del efecto térmico del material NTC-AF.
Para medir el efecto térmico generado por la solucion
que contiene los NTC funcionalizados al irradiarse con
luz IR. de la lampara incandescente, se midio la tem-
peratura de cada solucion. Se evalud previamente los
siguientes parametros: potencia de la ldmpara, altura de
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Tabla 1. Tamafio de particula de la funcionalizacion de NTC-

AF
Muestra Tamafo PDI
promedio (nm)
NTC- 120.8 0.318
COOH
NTC-EDA 122.0 0.255
NTC-AF 162.5 0.591

la misma con respecto a la solucion y tiempo de irradia-
cion en un sistema cerrado.

En la Figura 5 se observa un incremento de la tempera-
tura con respecto al tiempo para las soluciones de 100
y 1000 ppm al ser irradiadas con una lampara incan-
descente de 60 W en un sistema cerrado. En donde se
observo un aumento de la temperatura de las solucio-
nes acuosas de NTC-AF, este cambio de temperatura
es mayor a medida que aumenta la concentracion del
NTC-AF, por ejemplo para la solucion de 100 ppm se
observé un maximo de 41°C en cambio para la solucion
de 1000ppm se registré un maximo de 53°C.
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Figura 5. Medicion del cambio de la temperatura en las solu-
ciones acuosas de 100 y 1000 ppm, a una altura de 15 cm en
un sistema cerrado iluminadas con bombilla incandescente
de 60 W.

Incluso nuestro biocompuesto presentd un mayor au-
mento de la temperatura cuando se compar6 con solu-
ciones similares de NTC, donde la interaccion del NTC
con el AF era diferente (tipo van der Waals) (3). Este
aumento de la Temperatura es debido a la presencia de
los NTC ya que en el blanco se present6 un leve cambio
de la temperatura. Estos resultados nos permiten propo-
ner el sistema NTC-AF para el tratamiento de células
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enfermas ya que en presencia de la radiacion infrarroja se genera un efecto térmico local que podria quemar a
célula enferma.

CONCLUSIONES
La técnica espectroscopica IR/ATR permitio evidenciar la funcionalizacion de los NTC con el AF.

La técnica de DLS permiti6 evidenciar de manera indirecta la funcionalizacion de los NTC debido al cambio de
tamafio de la particula en relacion con el tamafio de grupo funcional que se adhiere al NTC.

Se evidencio que la interaccion de la radiacion IR con el NTC-AF genera un aumento de la temperatura de la so-
lucion acuosa irradiada, el cual es proporcional a la concentracion de NTC-AF.

Se propone el uso del biomaterial NTC-AF en aplicaciones biomédicas para el tratamiento de células cancerige-
nas o infectadas con parasitos, la presencia del AF facilita su internalizacion celular y mediante la generacion de
un efecto térmico local se conduciria la muerte selectiva de las células enfermas.
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