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RESUMEN

DEGRADACION DE NANOTUBOS DE CARBONO MULTICAPA
DOPADOS CON NITROGENO MEDIANTE LA ENZIMA h-MPO:
UN ESTUDIO TEORICO-EXPERIMENTAL.

Por:
Lic. Gabriella Azuara Tuexi.

Asesor: Dr. Ricardo Alberto Guirado Lopez
Instituto de Fisica, UASLP.

Co-asesor: Dr. Emilio Mufioz Sandoval
IPICYT.

Co-asesor: Dr. Alfredo Mendez Cabanas
Institutto de Fisica, UASLP.

Se ha reportado que nanomateriales de carbono presenta toxicidad a ciertas
concentraciones, por tanto, en las aplicaciones de estos nanomateriales
donde esté involucrada una interaccion con los seres humanos, es necesario
establecer medidas muy claras de seguridad e higiene para su uso. El
transporte de farmacos usando nanomateriales de carbono para incrementar
su efectividad es un campo de estudio con un desarrollo impresionante. En
particular, los nanotubos de carbono se han usado para la destruccion de
células cancerigenas y el transporte de farmacos.

En este trabajo se presenta una investigacion sobre la degradacion de
Nanotubos de Carbono (NTC) y Nanotubos de Carbono dopados con
Nitrégeno (NTCN) utilizando la enzima mieloperoxidasa (h-MPO), la cual
es extraida de los neutréfilos (células encargadas de respuestas
inmunoldgicas). Para tal efecto, primeramente se investiga la toxicidad de
los NTCN usando diferentes concentraciones y tipos de dopaje.

Posteriormente, se lleva a cabo un protocolo experimental de degradacion y




un analisis tedrico de los posibles mecanismos que se presentan. Los NTCN
se fabricaron mediante deposicion quimica de vapor asistida por
nebulizacién. Se caracterizaron mediante microscopias electronicas de
transmision y barrido, espectroscopia Raman, difraccion de rayos X, analisis
termogravimétricos y XPS para correlacionarlos con los hallazgos
encontrados en los estudios de degradacion y en los estudios tedricos.
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Vii.

viii.

GLOSARIO

CNTs: Carbon Nanotubes, por sus siglas en inglés; NTCs,
nanotubos de carbono por sus siglas en espariol.

CVD: Chemical Vapor Deposition, por sus siglas en inglés; DQV,
Deposicién Quimica de Vapor, por sus siglas en espafiol.

Fullerenos: en inglés, estructura alotrdpica del carbono; Fulerenos

en espafiol, estructura alotropica del carbono.

HRP: Horseradish Peroxidase, por sus siglas en inglés; PRP,

Peroxidasa de Rabano Picante, por sus siglas en espafiol.

h-MPO: Mieloperoxidasa, enzima que se encuentra en los

neutrofilos.

Neutrofilos: Celulas inmunoldgicas encargadas de responder a

ataques externos infecciosos en los mamiferos.

MWCNTSs: Multiwall Carbon Nanotubes, por sus siglas en inglés;
NTCMC, Nanotubos de Carbono Multicapa, por sus siglas en

espafiol.

N-MWCNTSs: Multiwall Carbon Nanotubes Dopados con
Nitrégeno, por sus siglas en inglés; NTCMCDN, Nanotubos de
Carbono de Multicapa Dopados con Nitrégeno por sus siglas en

espafiol.

vil




Xi.

Xii.

Xiil.

Xiv.

XV.

XVi.

0-MWCNTs: Multiwall Carbon Nanotubes con tratamiento de
oxidacion, por sus siglas en inglés; NTCMCDN-o, Nanotubos de
Carbono Multicapa Dopados con Nitrégeno con tratamiento de

oxidacidn, por sus siglas en espafiol.

0-MWCNTs-e: Multiwall Carbon Nanotubes con tratamiento de
oxidacién y accion catalitica enzimatica, por sus siglas en inglés; o-
NTCMCDN-e, Nanotubos de Carbono Multicapa Dopados con
Nitrogeno bajo tratamiento de oxidacién y accion catalitica

enzimatica.

p-MWCNTSs: Multiwall Carbon Nanotubes pristine, por sus siglas
en inglés; NTCMCDN-p, Nanotubos de Carbono Multicapa

Dopados con Nitrégeno pristine.

SWCNTSs: Singlewall Carbon Nanotubes, por sus siglas en inglés;
NTCCS, Nanotubos de Carbono de Capa Simple.

SEM: Scanning Electron Microscope por sus siglas en inglés; MEB,

Microscopia Electronica de Barrido, por sus siglas en espariol.
TEM: Transmission Electron Microscopy por sus siglas en inglés;
MET, Microscopia Electrénica de Transmision, por sus siglas en
espafiol.

TGA: Thermogravimetric analysis; ATG, Analisis
termogavimetrico. Analisis que determinar la estabilidad que tiene

el material a determinadas temperaturas.

XPS: Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X.

viii




xvii.  RAMAN: Espectroscopia que analiza los modos vibratorios,
rotatorios, etc.

xviii.  RAYOS X: Espectroscopia implementada para analizar muestras e

identificar sus components.
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JUSTIFICACION

Estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el afio del
2012 en Africa, Asia, América Central y Sudamérica, atribuyo 8.2 millones
de muertes a causa del cancer [25]. EI cancer es un conjunto de
enfermedades que aqueja a gran parte de la sociedad, estudios previos de la
Dra. Natalia Gandur [64] muestra que la base de este padecimiento es
cuando las celulas del cuerpo con deficiencias comienzan a dividirse y se
diseminan a los tejidos, ocasionando en ellos e incluso en érganos, dafios
gue en muchas ocasiones no son reversibles. Normalmente las células
nacen, crecen, se reproducen y mueren, cuando el cancer esta presente esta
actividad se ve interrumpida o en algunos casos se ve alterada y/o
descontrolada [30].

Por ejemplo, es bien sabido que una célula normal presenta 24 repeticiones,
es decir 24 particiones en un ciclo celular, para después inducir a apoptosis,
cuando las células se ven dafiadas por este padecimiento, siguen teniendo
repeticiones aun teniendo un estado ya agotado. Estas células adicionales
pueden seguir reproduciéndose sin interrupcién, agruparse y formar lo que

conocemos como tumores cancerigenos o carcinomas [25].

Caida de cabello, dolores estomacales, diarreas, fatigas, intensos dolores de
cabeza, desgastamiento celular, incluso la muerte, entre otros son algunos
de los efectos secundarios ocasionados por las terapias implementadas hoy
en dia para el control y/o curacion de esta enfermedad [30].

Es por tal motivo que los nanotubos de carbono (NTC) presentan una amplia
gama de posibilidades para tratar enfermedades emergentes. Este material
es capaz de internalizarse en células de mamiferos, atravesando las

membranas celulares sin provocar deformacion en ella ni alterar la




composicion celular. Esto permite el transporte dirigido y controlado de
farmacos [25].

Los NTCs tiene gran semejanza quimica con el asbesto, es de conocimiento
comun que este material es sumamente toxico para los seres humanos,
debido a su gran semejanza, los NTCs a ciertas concentraciones también
presentan grado de toxicidad. Es de suma importancia investigar la manera
mas eficaz para lograr la degradacion de los NTCs, para ello implementamos
una enzima extraida de neutréfilos (células del sistema inmune encargadas
de responder en defensa a agentes externos al cuerpo de los mamiferos), esta

enzima es la mieloperoxidasa, h-MPO [10].




Capitulo 1

INTRODUCCION.

Los grandes avances de la humanidad han sido posibles debido al descubrimiento
de nuevos materiales. Como ejemplo podemos citar algunos de los avances en
cuestion de nanomateriales, uno de los materiales a escala nanometrica (1x10°m)
con mayor relevancia en la actualidad son los Nanotubos de Carbono (NTCs).
Probablemente este material ha existido desde mucho tiempo antes, pero fue en
1991 que Sumio lijima y colaboradores los descubrieron accidentalmente, quienes
trabajando en un microscopio electrénico, observo la existencia de moléculas
tubulares en el hollin formado a partir de las descargas de arco eléctrico, empleando
grafito [65].

Dos tipos de NTCs son la base de este material, Nanotubos de Carbono de Capa
Simple (NCCS) donde su precursor es el grafeno, mientras que para obtener
Nanotubos de Carbono de Capa Multiple (NCCM) su precursor es el grafito [65].
(Figura 1). Estos presentan propiedades semejantes, pero también debido a sus

diferentes didametros y longitudes muchas propiedades varian (Tabla 1).

graphene ) MWCNT

Fig. 1. Clasificacion general de los NTCs. A) Nanotubos de carbono de Capa Simple (NCCS). B)
Nanotubos de Carbono de Capa Mltiple (NCCM).




NCCS NCMC
Diadmetros 10-15nm 60-90nm
Longitudes 100nm 100nm
Distancia entre capas No aplica 0.20-0.40nm
Flexibilidad Excelente Excelente
Hidrofobicidad Alta Alta
Conductividad Alta Alta
Area superficial Alta Muy alta

Fuerza de Tension

Las aleaciones de acero de alta resistencia se

quiebran cuando se les aplica una fuerza de

Resistencia a la

temperatura.

Estable a >2800°C en vacio y a >750°C en aire. Los

cables en microchips se derriten entre 600 y

Densidad

1,33-1,40g-cm-3 El aluminio tiene una densidad de

Tabla 1. Propiedades generales de los nanotubos de carbono [56].




La amplia gama de aplicaciones y de propiedades que presentan los NTCs hace que
este material sea de gran relevancia para avances tecnolégicos en diferentes areas,
abriendo puertas a un sinfin de nuevas tecnologias, como por ejemplo en el area de
la biologia. Estos muestran una diversidad de aplicaciones potenciales que incluyen
la terapia fototérmica, imagen fotoacustica, administracion de farmacos y otras
aplicaciones biomédicas. El principal problema que se ha suscitado en este tipo de
nanomateriales para su aplicacion es su pobre solubilidad en agua y su toxicidad,
los que se ha resuelto parcialmente con la modificacion de la superficie de NTC's,
haciéndolos mas dispersos en medios polares, lo que se encuentra directamente

relacionado con su biocompatibilidad [66].

Otra aplicacion muy prometedora es el transporte de farmacos, este material tiene
la capacidad de internalizarse en las células, atravesar la membrana celular sin
provocar alteraciones en la estructura, permitiendo que el material entre a la célula

y deposite el farmaco adecuado [25].

Como ya se menciono, el principal problema para que esta aplicacion sea posible
es el grado de toxicidad que presenta este material al igual que se dispersen en
medios polares. Solucionando estos 2 problemas, este material sera un gran avance

en el area nanobiolégica [52].

Para solucionar el problema de dispersion en medios polares, es necesario hacer
modificaciones quimicas estructurales por medio de oxidaciones con &cidos como:
acido nitrico y acido sulfurico, esto permite afiadir en las paredes de los NTCs
grupos carboxilos. Para solucionar el segundo problema, que es la toxicidad, una
vez que este material sea implementado para el transporte de farmacos, incluso que
por accidentes sean ingeridos, la degradacion enzimatica (figura 2) podria ser la

respuesta [4].




Arg370  Ala371
Figura 2. Degradacion enzimética de los nanotubos de carbono. Modelado molecular que demuestra

los posibles sitios de interaccion SWCNT en la peroxidasa de eosinéfilos, EPO [67].

Unas de las enzimas prometedoras para este método de degradacion es la
Mieloperoxidasa (h-MPO) y la eosinofilo peroxidasa (EPO) (figura 3). Ambas
enzimas son correspondientes al sistema inmune y son las encargadas de responder
en manera de defensa ante agentes externos [2]. Por ejemplo, cuando el ser humano
presenta alguna cortadura, estas células debido al trabajo enzimatico son las
encargadas de responder en defensa, es por tal motivo que la piel cambia a color
rojizo. O incluso cuando nos enfermamos del virus de la gripa, estas células acttan

como pequefios soldados en defensa de nuestro sistema inmunoldgico.
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Figura 3. a) Estructura de la mieloperoxidasa (h-MPO) [68]. b) Estructura de la eosinifilo peroxidasa
(EPO) [69].




Estudios previos sobre la degradacion enzimatica nos muestra que esta degradacion
es posible. Investigaciones elaboradas por el equipo de trabajo del Dr. Emilio
Mufioz con la peroxidasa de rabano picante (HRP), demuestra que la peroxidasa es
capaz de cambiar la estructura del nanomaterial y bajo ciertas condiciones de
concentracion y tiempo, lograr la degradacion total del mismo [67].

Por tal motivo y por cuestiones innovadoras, para este trabajo de investigacion se
trabajo con la h-MPO, enzima altamente prometedora para lograr eficazmente la

degradacion de los nanotubos de carbono multicapa.




Capitulo 2

NANOTUBOS DE CARBONO.

De acuerdo con las tendencias actuales sobre la evolucién de los materiales
compuestos o materiales hibridos, donde se buscan mejores eficiencias en sus
propiedades fisicas y quimicas, el area biol6gica es importante que participe en
este desarrollo dado su impacto, econémico, ambiental y de salud a nivel mundial.
Por tal motivo la nanobiologia ha logrado un gran impacto en la sociedad a nivel
mundial y es de suma importancia estudiar los efectos que tendrian los
nanomaterial al interactuar de manera directa con los humanos [72].

Hoy en dia el tema de la salud y la regulacion de las nanoestructuras desde su
sintesis, manejo, distribucién, uso y disposicion final es un tema aun en desarrollo
tanto por entidades gubernamentales y de salud en todo el mundo, como por
grupos de investigadores también en todo el mundo, un ejemplo es la propuesta
emitida por la Oficina de Evaluacién de Riesgos para la Salud Ambiental
(OEHHA) de California para la regulacion que especifica las caracteristicas del
riesgo, criterios ambientales y toxicoldgicos de valoracion y otros pertinentes en
2010 [72].

El carbono es un elemento sorprendente, gracias a su estructura molecular puede
enlazarse con otros &tomos Yy unirse entre si en diversas formas alotropicas [39]. El
nimero atdmico del carbono es seis, tiene seis protones y seis electrones
distribuidos de tal manera que cuatro electrones pueden aparearse con otros atomos

formando enlaces covalentes [43].

Hace algunos afios solo se conocia y se podia explicar la existencia de 2 formas
alotrdpicas del carbono, como es el carbono amorfo y el diamante. Hoy en dia
conocemos formas alotrépicas (Figura 4) como: grafeno, grafito, fullerenos,

diamante, carbono amorfo y no menos importantes, los nanotubos de carbono.

El termino alotropias del carbono nos indica que existen diferentes tipos de

materiales a base de atomos de carbono, con diferentes enlaces, diferentes




acomodos estructurales y diferente cristalinidad, lo cual propicia a que estos tengan
estructuras y propiedades totalmente distintas entre si.
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Figura 4. Formas alotrdpicas del carbono, a) diamante, b) grafito, c) grafeno, d) nanotubos de
carbono y e) fullereo (C60) [71].

En 1991 Sumio lijima, trabajando con un microscopio electrénico, observd la
existencia de moléculas tubulares en el hollin, formadas a partir de descargas de
arco eléctrico en grafito. Estas moléculas tubulares son conocidas como nanotubos
de carbono (NTC). Los NTC pueden pensarse como capas monoatdmicas de
carbono enrolladas en forma de cilindros. Estas capas pueden estar aisladas,
formando NTC monocapa (SWCNTSs, por sus siglas en inglés), o en arreglos
concéntricos, formando NTC multicapa (MWCNTS, por sus siglas en inglés) con
didmetros de dimensiones nanomeétricas [29] (Figura 5). Desde entonces los NTC
han provocado gran revolucidn en la nanotecnologia esto debido a sus propiedades
mecanicas, como el elevado mddulo de elasticidad longitudinal que es de 1250
GPa para tubos de pared sencilla [24] y de1280 GPa para tubos de pared multiple
[18]. Estos valores son 6 veces mayor que el modulo del acero comercial (200
GPa para el A36) [72].




Emilio Mufioz et al. [41, 49, 66, 70, 72] Afirman que crear defectos en la red
grafitica de los nanotubos de carbono, tales como vacancias, dopajes, pentdgonos
y heptégonos, son una forma de crear nuevos nanoproductos, es decir, los defectos
afectan drasticamente las propiedades del nanotubo de carbono y por ende inducir
éstos efectos puede dar paso a una nueva gama de productos, dando como
resultado la integracion de los nanotubos de carbono en las matrices de una mejor

manera [72].

CARBON
NANOTUBES

Single-walled Multi-walled
Carbon Nanotube Carbon Nanotube

Figura 5. Nanotubos de Carbono de una Sola capa (SWCNTS) y Nanotubos de Carbono

Multicapa (MWCNTS). Modelo, Dinamarca, Material, Nanoparticula, Nanotecnologia.

Dentro de los nanotubos de carbono con defectos inducidos nos enfocamos en
aquellos que se producen via deposicion quimica de vapores (CVD, por sus siglas
en ingles), que es una técnica utilizada para la produccién de nanotubos de
carbono de diferentes tipos puesto que es facil hacer la inclusion en la mezcla de
reaccion de un elemento dopante y una fuente de carbono con un catalizador [72].
El grupo del Dr. Emilio Mufioz-Sandoval [41, 49, 66, 70, 72] ha publicado la
técnica para lograr una produccién de nanotubos de carbono dopados con

nitrégeno (N).
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Existen diferentes métodos que permiten obtener NTC’s, cada uno de los métodos

presenta ventajas y desventajas asociadas. Entre los métodos mas comunes se

encuentran los siguientes:

Descarga por arco eléctrico: consiste en generar una descarga eléctrica
continda entre dos electrodos, produciendo luz y calor intensos, dentro de
una atmdsfera de gas inerte. Sujetas a una diferencia de potencial y presion
aproximados de 50 V y 400 Torr, respectivamente [28]. Bajo estas
condiciones, a través del electrodo de grafito se hace pasar una corriente
intensa, lo cual evapora los atomos de carbono, generando un plasma
alrededor de los electrodos; el electrodo positivo alcanza altas
temperaturas, formando nanotubos de carbono, cuya longitud suele ser
corta [43].

Ablacién laser: se basa en iluminar barras de grafito con pulsos intensos
de luz laser, utilizando distintos tipos de catalizadores (Ni, Co, Fe) que per-
miten obtener nanotubos monocapa [43].

Deposicion Quimica de Vapor: esta técnica consiste en exponer un
substrato a uno o mas precursores volatiles que reaccionan o se
descomponen sobre su superficie para producir un depdsito en particular,
los precursores volatiles frecuentemente generan subproductos en su
descomposicidn que son removidos por un flujo de gas inerte a través de
la cAmara de reaccion hasta ser expulsados [72].

Permite obtener nanotubos de alta pureza y en gran cantidad. Basicamente,
se induce la descomposicién térmica de un vapor de hidrocarburos (por
ejemplo, tolueno, benceno o acetileno), en presencia de un catalizador
metalico, que se deposita en sustratos de silicio, grafito o silice. La
obtencién de nanotubos de carbono mediante este proceso demora
tipicamente entre 10 y 60 minutos, a temperaturas que se encuentran entre
los 600 y los 900 °C, bajo una atmoésfera de gas inerte, que usualmente es

de argon o nitrogeno [43].

El Principio basico de crecimiento para esta técnica de sintesis es la pirolisis de

hidrocarburos, el vapor de hidrocarburos entra en contacto con la particula metélica
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caliente, primero se descompone en hidrégeno y carbono, el hidrogeno se evapora
y el carbono se impregna al metal formando cilindros de carbono [43] (Figura 6).

Growth stops

\CXHV/ vt

\CxHy

CH H, 1 H 1

e i H W |
|||.,,|| H

Substrate I (i) (ii) (iii) |

Figura 6. Modelo de crecimiento de los MWCNTSs [43].

Este método, como cualquier otro, presenta ventajas y desventajas. Las ventajas

pueden resumirse de la siguiente manera:

e No se limita a una deposicion en una Unica direccion caracteristica de los
procesos PVD, evaporacion y de pulverizacion catddica (sputtering).
Debido a su alto poder de deposicion, recovecos profundos, agujeros y
otras configuraciones tridimensionales pueden ser recubiertas con relativa
facilidad [52].

e Latasa de deposicion es alta y se pueden obtener recubrimientos de gran
espesor (de hasta centimetros de espesor). Este proceso es generalmente
competitivo y, en algunos casos, mucho mas econémico que los procesos
de PVD [52].

e Los equipos que se utilizan para ensayos de CVD no requieren de un vacio
muy alto y, la mayoria de ellos, se pueden adaptar segun las necesidades.
Su flexibilidad es tal que permite muchos cambios en la composicion
durante la deposicion y es factible la deposicion de elementos y
compuestos sobre una superficie en la que ya se ha realizado previamente

una deposicién [52].

Y como desventaja tenemos que:
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e Es maés versétil a temperaturas de 600°C y superiores; muchos substratos
no son térmicamente estables a esas temperaturas [52].

e Los precursores quimicos implementados con alta presion de vapor que a
menudo son peligrosos y, a veces, extremadamente toxicos y corrosivos al
igual que los deshechos, deben ser neutralizados, lo que puede conllevar

una operacion costosa [52].

Los tratamientos quimicos (Figura 7) como funcionalizacion y oxidacion de
nanotubos de carbono son de suma importancia, ya que con estos podemos alterar
las propiedades y la estructura del nanomaterial, por ejemplo, por medio de la
oxidacion es posible quitar “impurezas” en las paredes de los nanotubos, las
cuales en su mayoria son metalicas y pueden hacer que los nanotubos presenten
mayor toxicidad [70]. El proceso de dopaje consiste en cambiar un atomo de
carbono por un atomo de otro elemento, generalmente se hace por atomos de
nitrégeno, (C=N=C). Este proceso también cambia las propiedades basicas de los
MWCNTs.

e R ‘-‘.."'

Figura 7. Diferentes modificaciones quimicas de los NTCs. (a) dopaje, (b) y (c) nanotubos
intercalados por atomos o iones, (d) y (€) nanotubos “rellenos” de fullerenos, (f) tubos fluorados, (g)
tubos covalentemente funcionalizados y (h) nanotubos funcionalizados a través de 7 — apilamiento

[70].
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Las propiedades de los MWCNTSs son de gran utilidad en muchas &reas, por
ejemplo, pueden ser metalicos o semiconductores, esto se debe a que, si el diametro
del nanotubo aumenta, el ancho de banda (band gap; a nivel atémico es la diferencia
de energia entre la parte superior de la banda de valencia de electrones y la parte
inferior de la banda de conduccion) disminuye, logrando asi que cuando los
electrones sean excitados y su desplazamiento entre los niveles energéticos sea

simple.

La Emision de Campo es un proceso cuantico, que ocurre cuando un campo
eléctrico lo suficientemente grande es aplicado perpendicularmente a la superficie
de un metal o semiconductor y los electrones son emitidos atravesando la barrera
de potencial del material, por medio del el efecto tinel.9 Los MWCNTSs son buenos
emisores porque los electrones pueden ser facilmente extraidos desde las puntas de
los CNT (de capa simple o de muchas capas) cuando se les aplica un potencial entre

su superficie y un anodo.

Una razon de la alta conductividad de los MWCNTS, es que poseen muy pocos
defectos para dispersar los electrones y por lo tanto, presentan baja resistencia. Esta
propiedad es de suma importancia ya que no se calienta de la misma manera que
los alambres de cobre. Otra propiedad importante es que los nanotubos presentan
una alta conductividad térmica (excelentes conductores de calor), por definicion la
conductividad térmica es aquella que describe el transporte de energia en forma de
calor a través de un cuerpo con masa, esto tiene su base en la segunda ley de la
termodindmica, la cual dice que el calor siempre fluye en la direccion de la

temperatura mas baja.

Es importante mencionar una de las propiedades que abre paso a las grandes y
extensas aplicaciones de los NTCs, esta es un alto nivel de modulo de Young, a
simple vista esto es contradictorio y aun no explicable del todo. Los NTCs
presentan un alto modulo de Young, esto significa que deberia de ser muy poco
flexible, por ejemplo, el médulo de Young del acero es de unas 30 000 veces mayor
que el de la goma, por lo que es sumamente flexible a diferencia que el acero.10
Los NTCs presentan mddulos de Young que oscila entre 1.28 y 1.8 TPa. Un

terapascal corresponde a una presion de casi 107 veces de la presion atmosférica.
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El médulo de Young del acero es de 0.21Tpa lo cual nos hace pensar que, si un
acero es practicamente inflexible, entonces los nanotubos con un médulo de Young
10 veces mayor al del acero, serian imposible doblarlos. Sin embargo, lo
sorprendente de este tipo de materiales es que aun con un moédulo de Young tan
alto, los NTCs son altamente flexibles, como si doblaramos a un “popote” sin
romperse y sin sufrir ninguna deformacion, ya que, aunque doblemos a los

nanotubos estos regresan a su estado normal [70].

Otra razén por la cual no se rompen es que al momento de doblarlos los anillos
hexagonales de su estructura (enlaces de carbonos) en las paredes cambian de
estructura sin romperse. Esto es unico, por el hecho de que los enlaces carbono-

carbono son hibridos sp?y estos enlaces se re-hibridizan cuando se doblan [70].

Tomando en cuenta todas las propiedades ya mencionadas de este nanomaterial,
los NTC son altamente prometedores en el area bildgica, es decir, los NTC's son
nano materiales que muestran una diversidad de aplicaciones potenciales que
incluyen la terapia fototérmica, imagen fotoacustica, administracién de farmacos
y otras aplicaciones biomédicas. El principal problema que se ha suscitado en este
tipo de nanomateriales para su aplicacion es su pobre solubilidad en agua y su
toxicidad, los que se ha resuelto parcialmente con la modificacion de la superficie
de NTC's, haciéndolos mas dispersos en agua, lo que se encuentra directamente

relacionado con su biocompatibilidad [38].

Entre las aplicaciones bioldgicas encontradas en la literatura se encuentra que los
NTCs pueden internalizar células sin provocar alteraciones en la membrana
celular. Esto abre paso implementarlos como transporte localizado de farmacos.

La actividad antimicrobiana y biosensores, entre otras aplicaciones [38].
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Capitulo 3

MIELOPEROXIDASA (H-MPO) Y TOXICIDAD DE LOS NTC.

Las enzimas son sistemas biomoleculares encargadas de catalizar reacciones
quimicas de los seres vivos (biocatalizadores), las cuales aumentan la velocidad de
reaccion de 10°y 10°veces. Las peroxidasas, es una clase de enzimas con la funcion
de catalizar la oxidacion de substratos organicos e inorganicos (donadores de
hidrogeno) utilizando como substrato al peroxido de hidrogeno (H.0.). Por
ejemplo, la descomposicion del peréxido de hidrogeno en agua y presencia de
oxigeno (2H,0, — 2H,0 + O) es una de las reacciones quimicas mas lentas, a

menos que se cologue una peroxidasa [70].

La mieloperoxidasa (h-MPQO) es un hemo-enzima encontrada en neutréfilos de
mamiferos, constituye del 2-5 % de las proteinas del neutréfilo con una
concentracién en sangre humana normal de alrededor del 1nM [11] y es aqui donde
cataliza la peroxidacion mediada por perdxido de hidrégeno (H2O;) de iones de
haluro y el pseudohaluro de tiocianato.
Los productos de estas reacciones y sus metabolitos secundarios son responsable

de matar bacterias y virus fagocitarlos [3, 4].

La h-MPO es un miembro de una familia de genes de peroxidasas de mamiferos
gue también incluye eosinofilos peroxidasa (EPO), lactoperoxidasa (LPO),
peroxidasa tiroidea y prostaglandina H sintasa. La enzima madura es un dimero de
140 kDa de mitades idénticas, cada uno formado por dos cadenas polipeptidicas de
108 y 466 aminoacidos resultantes de la escisién postraduccional de 6 aminoacidos

de un solo precursor de polipéptido [2, 4].

Esta enzima fue aislada por primera vez por Agner en 1941, denominandola
verdoperoxidasa [11]. La banda de Soret a 428 nm en el la enzima férrica se
desplaza considerablemente al rojo en comparacion con otras proteinas hemo y

bandas de absorcion relativamente fuertes en la region visible, lo cual es
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responsable del color verde caracteristico de la enzima. Esta enzima es una de las
méas grandes, consiste en 10,307 &tomos no de hidrégeno, incluyendo 1140
aminodcidos, 2 hemos, 16 azlcares, 2 iones de calcio, 2 iones de cloruro, 4 sulfatos,
6 acetatos y 838 moléculas de agua [4] (Figura 8). El peso molecular de la enzima
se estima entre 130-150 kDa y su pH optimo es de 5 [11].

Figura 8. Los polipéptidos grandes de las dos mitades son de color rojo y azul, mientras que los
polipéptidos pequefios estan en tonos mas claros de los mismos colores. Otras caracteristicas
codificadas por colores incluyen: hemos (verde), carbohidratos (anaranjado), calcio (pUrpura) y
cloruro (amarillo). En el centro de la molécula, el disulfuro que une las dos mitades se muestra en

negro [4].

La defensa del organismo estd mediada por las células del llamado sistema reticulo
endotelial, de las cuales los polimorfonucleares neutréfilos constituyen la primera
linea de defensa inespecifica. La mieloperoxidasa es la proteina mas abundante en
los neutrdéfilos y es la Unica peroxidasa que cataliza la conversion del perdxido de
hidrégeno y cloruro a cido hipocloroso. Este es un potente agente oxidante que
contribuye al mecanismo de defensa contra los agentes infecciosos [11]. El &cido

hipocloroso es un mediador de dafio histico en numerosos procesos inflamatorios.
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La MPO reacciona con el H202 proveniente de las células fagocitarias activadas
por contacto con particulas extrafias, formando un complejo enzima-sustrato con
una fuerte capacidad oxidativa, Este complejo se combina con el haluro,
generalmente cloruro, que se oxida para formar el &cido hipocloroso (HOCI). Otra
investigacion reportada en la literatura, demostro que las especies reactivas que
genera la enzima en cuestiones de degradacion de los nanotubos de carbono es
acido hipocloroso (HCIO) y el monoxoclorato (CIO") [9]. La generacion de estas
especies reactivas por la mieloperoxidasa determina una mayor efectividad de estas

peroxidasas en la degradacion de NTCs.

La toxicidad de CNT es una de las principales preocupaciones de su aplicacién en
areas diagnosticas y/o terapéuticas. La citotoxicidad de los CNT esta determinada
por varios factores, incluida la pureza, la funcionalizacion fracciones, dimension,
asi como concentracion [54]. Es importante tomar en cuenta que los 2 tipos de
NTCs actualmente estudiados, presentan propiedades y caracteristicas diferentes
entre si, lo cual provoca que unos presentan mayores niveles de toxicidad en
comparacion con el otro. Todo esto depende de la concentracion, tiempo de
interaccion y la aplicacion que requiera. Por ejemplo, Fujita et al. report6 que los
SWCNT provocan la inflamacion pulmonar persistente, mientras que los MWCNT

pueden causar inflamacion transitoria en el pulmén [54].

Ademas, Jia et al. investigo la citotoxicidad in vitro de SWCNT y MWCNT en
macrofagos, y observo una fagocitosis alterada a una dosis baja de SWCNT,
mientras que MWCNT resultd presentar los mismos niveles de toxicidad incluso

con dosis mas altas, revelando una mayor toxicidad de SWCNTs que MWCNTS.
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Como consecuencia a los niveles registrados de toxicidad de los NTCs, es necesario
implementar vias alternas para su eficaz y rapida degradacion y excrecién una vez

que se implementen en éreas bioldgicas.

Por ejemplo, Ali Mohammad Alizadeh et al. presenta interacciones de los
nanotubos de carbono con tumores cancerigenos, los cuales lograron una
disminucidn visible del mismo, pero al paso del tiempo los roedores no lograron
excretar todos los NTCs internalizados provocando efectos secundarios dafiinos
para su salud (Figura 9).

14 day

Tumor

CNTs

Figura 9. Efectos de los NTC en las vistas macroscopicas de la extension del tumor en los dias 14,
21, 29 y 39 después de la inyeccion de NTC en un modelo animal de cancer de mama [54]. Se

observa una clara disminucién del tumor cancerigeno con inyeccion a base de NTC.

El objetivo principal de este estudio fue desarrollar una estrategia novedosa para el
tratamiento del cAncer mediante NCT, pero el principal problema es que los NCT
son insolubles en soluciones acuosas y quimicamente inertes, por lo que no son

apropiados para su utilizacion en aplicaciones bioldgicas o médicas.
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Para utilizar NCT en estas aplicaciones, generalmente se oxidan en acidos fuertes
para crear grupos carboxilo e hidroxilo en su superficie [49, 66. 70. 72]. En esta
condicion, los CNT se dispersan en la solucién acuosa y otros nanomateriales o
biomoléculas tales como oligonucleétidos, proteinas o péptidos. Asi los NCT se
pueden aplicar en aplicaciones bioldgicas o médicas, evaluando la caracterizacion
de la toxicidad de los CNT porque puede causar efectos adversos para la salud

humana y otros organismos [58].

Hasta ahora, se han informado algunos estudios sobre los efectos tdxicos de las

CNT, ya sea in vivo o in vitro y los resultados suelen ser divergentes.
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Capitulo 4

QUANTUM-ESSPRESO

4.1.- Ecuacion de Schrodinger
Es realmente imposible encontrar la solucién exacta de la ecuacion de Schrodinger
para sistemas de muchas particulas, a pesar de ello se han desarrollado varios
métodos para encontrar solucion al problema de muchos cuerpos, tomando en
cuenta aproximaciones en el hamiltoniano para que este adquiera una forma mas
simple. Los métodos mas reconocidos para calcular propiedades tanto del estado
base como, de forma menos exacta, de estados excitados de atomos, moléculas y
solidos son el método de Hartree-Fock y la teoria del funcional de la densidad con
la aproximacion LDA. A estos métodos se les llama cominmente ab initio o de
primeros principios porque en ellos no se utilizan pardmetros de ajuste empiricos.
Una de las principales propiedades de las moléculas es su energia y la
variacion que tiene con respecto a su movimiento atomico, para definir el
movimiento de un 4tomo necesitamos saber donde se encuentran ubicados su
nacleo y sus electrones. La ecuacion de Schrodinger (Ec. 4.1) describe como
cambia la energia respecto al movimiento de los electrones, donde el operador
hamiltoniano (H) relaciona el cambio de energia (E) con el movimiento de los
electrones a través de la funcion de onda (1)(25); los electrones son mucho mas
ligeros que los ndcleos y responden mas rapido a los cambios que ocurren a sus
alrededores, por lo que los nicleos perciben a los electrones como una nube con
carga eléctrica y los electrones perciben a los nlcleos como una carga puntual, esto
permite separar la resolucién del movimiento de los electrones y los nicleos

(aproximacién de Born-Oppenheimer).

Ay = Ey (4.1)

La definicion del operador hamiltoniano depende de cada sistema y en algunos
casos sencillos tiene solucién exacta. Para el caso en que multiples electrones

interactdian con maltiples nlcleos (Ec. 4.2), se constituye de la siguiente manera:
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un primer término que corresponde a la energia cinética de los electrones, un
segundo término para la interaccion entre cada electrén con los nucleos y un tercer

término para la interaccion entre electrones.

- i iv(riHiZU(rm}-) Y =Ey
i=1 i=1

i=1 j<i

4.2)

4.2.- Métodos ab initio

Para resolver los problemas que se abordaron en este trabajo fue necesario
implementar técnicas para problemas de muchos cuerpos, ya que comprenden
muchos electrones y nucleos cuyos movimientos estan acoplados por interacciones
coulombiana entre ellos. Sin embargo, aun con el poder computacional con el que
se dispone actualmente, es imposible resolver un sistema de tales dimensiones.
Afortunadamente existen técnicas y métodos capaces de solucionar dichos sistemas
de manera muy satisfactoria, entre éstos se encuentran las métodos ab-initio o de
primeros principios.
El hamiltoniano que describe un sistema de muchos cuerpos compuesto por

N, electrones y N; nucleos esta dado por:

Z1Z)

— XM V- B VR A S B 4 S B

IlZM

Zl 1 |R1

|rl r]|

—r|

4.3)

donde: M, es la masa y Z; es el nimero atémico del nicleo I, r; y R; son las
posiciones del electrén i y el nlcleo I, respectivamente.

El primer y el segundo término se refiere a las energias cinéticas de los nucleos y
los electrones, respectivamente. El tercer y cuarto término representa la repulsion

coulombiana entre los nucleos y electrones, respectivamente. El Gltimo término
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corresponde a la atraccion coulombiana entre los ntcleos y electrones. En todas las

2
ecuaciones se emplearan unidades atémicas A = 1, m, = 1, 4; =1
0

El estado base del sistema de N, electrones y N; nlcleos se puede determinar

resolviendo la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo.

H({r}, (R = EYp({r}, (R (4.4)

donde: Y({r;}, {R;}) es la funcién de onda del sistema de muchos cuerpos y E ¢s la
energia total del sistema.

La solucion analitica de la ecuacion (4.3) es desconocida, a excepcion de
sistemas monoelectrénicos, por lo que es necesario reducir la complejidad de esta

ecuacion usando algunas aproximaciones.

4.2.1.- Aproximacion de Born-Oppenheimer

La aproximacién de Born-Oppenheimer (BO) permite simplificar el
problema de resolver la ecuacion (4.3) desacoplando los grados de libertad
electrdnicos y nucleares. Dicha expresion se basa en el hecho de que la masa de los
electrones es menor que la de los nucleos, por lo que sus velocidades son mucho
mayores, motivo por el cual se puede considerar que los electrones se ajustan
instantaneamente a una posicién determinada de los nicleos. De esta manera, se
supone que los nicleos permanecen en un estado estacionario permitiendo estudiar
el comportamiento electronico de manera independiente y tomando como potencial
externo, v, , el que resulta de la interaccion coulombiana entre los electrones y los
ndcleos. Dentro de esta aproximacion, la funcién de onda W({r;},{R;}) se puede

separar de la forma:

Y({ri}h {RD = e (i}, {RDXAR D (4.5)
donde: 1, ({r;},{R;}) es la funcién de onda electrénica y X ({R;}) es la funcion de

onda nuclear. La funcion de onda electronica solo es funcién de {r;}, tomando las

coordenadas {R;} como parametros.
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Esta relacion paramétrica refleja la hipdtesis de que los electrones se mueven en el
potencial generado por los nlcleos estacionarios. De manera que la funcién de onda
electrénica satisface la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo para una

configuracion estatica de los ndcleos, obteniendo la siguiente ecuacion:

Hope ({1}, (R} = Ecth (i}, {R/) (4.6)

donde el hamiltoniano para el sistema electrénico se expresa como:

N; N, Z
= -y luz g yle phe L g s T %)

= =17

Por otro lado, el hamiltoniano que describe el movimiento de los ndcleos en el

campo promedio generado por los electrones (E. ({R;})) es:

Hnuc = Z;Vllmvz + U({Rl}) (4-8)
donde:
UURY) = Tty Ep b + (e (R D) 4.9)

La funciéon U({R;}) representa la superficie de energia potencial. Es decir, en la
aproximacion Born-Oppenheimer los nucleos se mueven de forma independiente a
los electrones, siguiendo la superficie de energia potencial que se obtiene al resolver
el problema electronico. Ahora, la dificultad se encuentra en resolver el problema
electrdnico, el cual involucra un elevado nimero de grados de libertad y una gran
cantidad de interacciones entre electrones (26). Para solucionar dicho problema
puede usarse la teoria del funcional de la densidad (DFT) el cual es uno de los
métodos ab-initio méas usados en la actualidad para el calculo de la estructura

electrdnica de los atomos, moléculas, solidos, superficies y sus interacciones.

4.3.- Teoria del Funcional de la Densidad
La teoria del funcional de la densidad es un procedimiento variacional
alternativo a la solucion de la ecuacion de Schrodinger, donde el funcional de la

energia electronica es minimizado con respecto a la densidad electronica. La
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densidad electronica es la probabilidad de encontrar un electrén en un punto del
espacio, en esta propiedad se basa la teoria del funcional de la densidad (DFT), y
puede ser calculada a partir de la funcion de onda los electrones (1) que ocupan los
orbitales moleculares (n;) de un sistema (Ec. 4.10). A diferencia de la funcion de
onda, la densidad electrénica es una cantidad medible y es funcion de tres variables
espaciales (x, y, z), independientemente del tamafio del sistema, mientras la funcion
de onda es una funcién de mas de cuatro dimensiones por cada electrén (27,28). La
DFT es uno de los métodos mas usados en célculos cuénticos de la estructura
electrénica de la materia, tanto en la fisica de la materia condensada como en la

quimica cuantica.
p=2in ;1 (4.10)

Los calculos de la teorfa del funcional de la densidad estan fundamentados en los
teoremas de Hohenberg-Kohn (29) y el método de Kohn-Sham (30).

4.3.1.- Teoria de Thomas-Fermi

Paralelamente al desarrollo de esta linea en la teoria de la estructura
electrdnica, Thomas y Fermi realizaron un trabajo (1927) para construir la energia
total en términos solamente de la densidad electronica (31). Utilizaron la expresion
para la energia cinética, de intercambio y correlacion del gas de electrones
homogéneo para construir las mismas cantidades para el sistema no homogéneo de
la siguiente manera E, = [ e,[p(r)]dr, donde £,[p(r)] es la densidad de energia
del pedazo a, calculado localmente para el valor de la densidad en ese punto en el
espacio. Esta fue la primera vez que fue utilizada la aproximacién de la densidad
local o LDA. Para el gas de electrones homogéneo, la densidad esta relacionada

con la energia de Fermi &5 por:

1 (2m\3/2 3,2
p=—(8)" ¢ (4.11)

La energia cinética se escribe como T = 3per/5 asi que la densidad de energia

cinética es:

tp] = 22 (3m2)2/3p5/3 (4.12)

T s52m

25




Luego, la energia cinética se escribe como Trp = Cy [ p(r)%/3dr , con Cyx =
3(3m2)?/3 /10 = 2.87 unidades atémicas. El sistema inhomogéneo es concebido
como localmente homogéneo. A diferencia de los enfoques habituales modernos en
DFT, aqui LDA se aplica también a la energia cinética. Si se desprecian los
potenciales de intercambio y correlacién de la ecuacion de energia del sistema
electronico de muchos cuerpos, llegamos a la teoria de Thomas-Fermi:

')
7

1
Erp = CKfp(r)5/3dr+fv(7”)ﬁ(7‘)d7‘+§ffp|(:)_;f

| drdr’

(4.13)

Se puede ver que la E;r depende solamente de la densidad electronica; es una
funcional de la densidad. Suponienido intuitivamente algun principio variacional,
se puede buscar la densidad p(r), que minimiza la E;x[p], sometida a la restriccion
de que la carga integrada total sea igual al nimero de electrones: [ p(r)dr = N.

Esto puede ser puesto en términos de derivadas funcionales:

% (Erelp] —p[p ()dr) =0 . (4.14)
Esto es:

U= g(]kp(r)z/3 +v() + flf;(_—rr?ldr : (4.15)

donde: u es el potencial quimico. Esta ecuacion puede invertirse para obtener la
densidad como una funcién Unica del potencial externo.

Esta forma integral en el espacio real es inconveniente, pero puede ser facilmente
invertida por trasformada de Fourier de la ecuaciéon para obtener p(g). El
intercambio se puede afiadir directamente a la expresién anterior considerando la
expresion de Slater para el gas de electrones homogéneo: ex[p] =
—Cx [ p*3(r)dr, con Cy =3(3/m)Y/3/4. La ecuacion (4.15) se modifica
suméandole el término —(4/3)Cxp(r)*/3. Este nivel de aproximacion es conocido
como la teoria de Thomas-Fermi-Dirac (TFD). La correlacién se puede afiadir
facilmente usando una aproximacion para el gas de electrones homogéneo, por

ejemplo, la propuesta por Wigner:
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eclp] = —0.056p*/3[0.079 + p1/3] (4.16)

Esto es lo mejor que se puede hacer a nivel local. Debido a la no localidad, se han
postulado correcciones a las energias de intercambio y correlacion en forma de

gradiente, por ejemplo la dada por la funcional de von Weiszécker:
2
Tow =3 %dr (4.17)

También se han propuesto términos que corrigen las propiedades de respuesta lineal
de la funcional e incluso se han incorporado a este enfoque las funciones respuesta
de segundo orden. Esto se ha desarrollado con la expectativa de que realmente
exista una expresion explicita para la energia en términos de la densidad electronica
porque un esquema de densidad explicita que requiera solo la solucion del problema

inverso es computacionalmente mucho mas eficiente.

4.3.2.- Los Teoremas de Hohenberg-Kohn

En la mecéanica cuantica estandar, los observables son calculados a partir
de la funcién de onda de muchos cuerpos. EI método de la DFT fue sometido a un
tratamiento riguroso por Hohenberg y Kohn en 1964, quienes formularon y
demostraron dos teoremas que pusieron en bases matematicas sélidas las ideas
anteriores, que fueron propuestas por Thomas y Fermi.

Primer teorema: Existe una correspondencia uno a uno entre el estado base
de la densidad p(7) de un sistema de muchos electrones y el potencial externo
(Vext (7)) que se genera al suponer la aproximacion de Born-Oppenheimer. Una
consecuencia inmediata es que el valor esperado del estado base de cualquier
observable O es un Gnico funcional de la densidad electronica exacta del estado

base:
< 9|0y >=0[p()] (4.18)

Esto garantiza que las propiedades del estado base de un sistema de muchos
electrones en presencia de un potencial externo sean funciones Unicamente de la

densidad electronica.
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Segundo teorema: Sea O el operador hamiltoniano H, el estado base del

funcional de energia total H[p( 7 )] = Evey[p(7 )] tiene la forma:

Ey,  [p(r)]=<y|HlYp>= <y|T+ V[ >+ <Y|Verc|tp >
Fyklp(r)]

= Fuxlp(r)1+ [ p(7 Wexe (F)dT (4.19)

donde el funcional de densidad de Hohenberg-Kohn, Fyk[p], es universal para

todo sistema de muchos electrones. EI valor minimo del funcional Ey,_ [p(7 )]

corresponde a la energia total del estado base y la densidad que conlleva a este
valor minimo de la energia es la densidad del estado base correspondiente al

potencial externo Ve, [p(1)].

En estos teoremas se muestra la posibilidad de determinar exactamente el estado
estacionario de un sistema si se conoce la densidad electronica del estado base de
dicho sistema asociada a un potencial externo particular. Esto lleva posteriormente
a Kohn y Sham a idear un método préctico para calcular la energia total del sistema

a partir de la densidad electronica del estado base.

4.3.3.- El Método de Kohn-Sham

Con estos teoremas, Kohn y Sham publicaron en 1965 (32) una ecuacion
parecida a la ecuacion de Hartree-Fock, donde proponen la idea de reemplazar la
energia cinética de los electrones interactuantes por la de un sistema equivalente no
interactuante. El funcional de Hohenberg-Kohn se obtiene a partir del funcional de

la energia total del sistema y de Hartree-Fock:

V,
donde:
Ve=V—-"Vy
V.=T—-T

Asi, el funcional de la energia (4.19) se escribe como:
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Ey,. [p()] = Exslp()] = Tolp()] + Exlp(r] + Exc[p(r)] +
Eextlp(r)] (4.21)

Y se interpreta como el funcional de energia de un gas de electrones clasico sin
interacciones sujeto a dos potenciales externos, uno debido a la presencia de los
ndcleos y otro generado por los efectos de correlacion e intercambio. Dichos efectos
contienen informacion extra de la interaccion electrén-electrén.

El valor minimo del funcional de energia total de Kohn-Sham, Exs[p(1)],
corresponde a la energia total del sistema del estado base. Los orbitales de Kohn-
Sham ;(r)que minimizan el funcional de energia total estan dados por las

soluciones de las ecuaciones de Kohn-Sham:

[= 292 + v ()] i 0) = i) (4.22)
Vepr (1) = Vi () + Ve (1) + Vere (1) (4.23)

Las cuales brindan un procedimiento practico para obtener la densidad electronica

del estado base mediante el siguiente teorema:

Tercer teorema: la densidad exacta del estado base p (r)de un sistema de

N electrones es:
p(r) = L1 97 i (r) (4.24)
donde las funciones de onda electrénicas y;(r) son las N soluciones de menor

energia de la ecuacién de Kohn-Sham
Exsyi = &y (4.25)

Con esto, el problema de muchos electrones interactuantes, se convierte ahora en
un problema de electrones no interactuantes moviéndose en un potencial efectivo
debido a los iones y a los otros electrones, es decir, en lugar de resolver una
ecuacion acoplada de muchos electrones, se deben resolver N ecuaciones
desacopladas. Ademas, nuestro problema se puede resolver de manera
autoconsistente (33). Hasta este punto la teoria del funcional de la densidad es
exacta, sin embargo, la forma del potencial de intercambio y correlacion, v,., no se

conoce y por lo tanto es necesario usar potenciales aproximados para representar
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este término. El objetivo es encontrar una expresion para la energia de intercambio
y correlacion, E,. (p(r)), en términos de la densidad electrénica y sus variaciones,
lo cual no es facil para nada, por lo que es un tema de debate dentro de los
desarrollos tedricos del DFT. Sin embargo, existen muy buenas aproximaciones
que permiten que el DFT se encuentre dentro de los métodos mas usados en la

materia condensada y la quimica cuantica.

4.3.4.- Aproximaciones para el Potencial de Intercambio y Correlacion: LDA
y GGA

La primer aproximacion para el funcional de intercambio y correlacion,
E..(p), fue formulada en los primero trabajos de DFT (34) y asume que la
distribucion espacial de la densidad de carga electrénica de un solido varia
suavemente, de tal manera que se puede considerar que en cada punto, la energia
de intercambio y correlacion depende solo de la densidad de ese punto; por lo que
es conocida como la aproximacion de densidad local (LDA) y cuya expresion para

el funcional de correlacién e intercambio es:

Extlp(M)] = [ p(rexc[p(M)] dr (4.26)

donde &,.[p(r)] es la energia de intercambio y correlacion por electron de un gas
homogeéneo de electrones de densidad uniforme p(r).

El esquema LDA utilizado cominmente contiene la expresion exacta para la
energia de intercambio del gas de electrones deducida por Dirac, mientras que la
energia de correlacion emplea la parametrizacion de Perdew y Zunger para el gas
homogéneo (35). A pesar de ser una aproximacion bastante fuerte, teniendo en
cuenta las grandes fluctuaciones locales de la densidad electrénica que hay en los
sistemas moleculares y fases condensadas, se obtienen resultados asombrosamente
precisos para algunas propiedades, y en algunos casos los resultados concuerdan
relativamente bien con los experimentos.

Una manera de mejorar la descripcion de la energia de intercambio y correlacion
en la aproximacién LDA, es considerar que la contribucién de esta energia no
depende solo de la densidad en un punto, sino ademas de la variacion de la densidad

alrededor de este punto, sus gradientes. Se trata en este sentido de una aproximacion
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semilocal, la cual se conoce como aproximacion de gradiente generalizado (GGA).

De forma que, el funcional de intercambio y correlacion se puede expresar como:
EZé4p, IVpll = [ p(r) Feclp(r), Vp(r)ldr (4.27)

La introduccidn de los efectos de gradiente conduce a una mejora en las geometrias
calculadas, las frecuencias y las densidades de carga, en comparacién con la
aproximacion LDA. No obstante, el principal argumento a favor del método GGA
es la mejora en las energias de enlace calculadas para varios sélidos y moléculas
(36). Algunos de los funcionales F,.[p(r), Vp(r)] mas usados son los propuestos
por (37): Perdew y Wang (PW86), Becke y Perdew (BP), Lee-Yang-Parr (LYP),
Perdew y Wang (PW91) o Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE). Este tltimo funcional
es el implementado en el presente trabajo, una descripcion mas a fondo sobre el

mismo se hace en la referencia (38).

4.4.- Implementacion de la Teoria del Funcional de la Densidad.

4.4.1.- Conjunto de Bases Gaussianas.

Otra forma de resolver la ecuacion de Kohn-Sham es a través del uso de
ondas Gaussianas. En 1950, Boys y colaboradores, se llevd a cabo la primer
introduccion de orbitales tipo gaussian, (GTO, por sus siglas en inglés) (39), las
cuales juegan un papel importante para la ejecucién de calculos ab initio. Estos

orbitales se descomponen en:
P, (r) = Nxlymzne=ar® (4.28)

En esta ecuacion los superindices I, n, m representan los nimeros cuanticos
de momento angular para las coordenadas cartesianas asociadas, a es el exponente

orbital y N es la constante de normalizacion la cual esta dada por:

1

3
_ (2%)+ [ mumin)2
N= (n) 2D!2m)(2n)! ] (4.29)
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Se pueden realizar combinaciones lineales de estas funciones generando asi
contracciones de GTO, estas contracciones fueron llevadas a cabo por Dunning
(40).

,(r) =X Cd, () (4.30)

donde ng; es el nimero de funciones elementales gaussianas primitivas (originales)

incluidas en la contraccion.

En la practica, para resolver las ecuaciones de Hartree-Fock (HF) de manera
numérica es necesario introducir un conjunto de funciones base, (3.30), de esta
manera las ecuaciones de HF se vuelven algebraicas, y asi se pueden transformar

en forma matricial:
FC = SCE (4.31)

donde € = {C;,} es la matriz de expansion de coeficientes, es decir, la matriz de
vectores propios, E = ¢; simboliza la matriz de valores propios (la matriz diagonal

de las energias correspondientes de orbitales €;) y S es la matriz traslapada
Sy = [ @, ()@, (r)dr (4.32)

La matriz de Fock (F), consiste en la matriz de elementos cinéticos y potencial de

intercambio y correlacion coulombiano

Fo =ty tun + vy (4.33)
donde:
ty = =3 [ V2D, ()dr (4.34)
Uiy = [ @, ()P, (r)dr (4.35)
vis = [ @, v (r, )P, (rdrdr’ (4.36)

La generalizacion de la ecuacion no lineal 2.31 de eigenvalores se resuelve

implementando un procedimiento autoconsistente (SCF). Los dos pasos
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computacionales principales involucran la construccion de la matriz de Fock y su

diagonalizacion.
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Capitulo 5

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1.- Sintesis de Nanotubos de Carbono Multicapa dopados con Nitrégeno, por

el método de Deposicion Quimica de Vapor (DQV).

© © N o g &

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Material de trabajo e instrumentacion.

Dos hornos tubulares (Termo Scientific Tube Furnace 21100), de 40cm
de largo aproximadamente.

Tubo de cuarzo de una pulgada de diametro y aproximadamente 1.20m
de largo.

Contenedor-nebulizador de liquidos a particulas trabajando con sefiales
PWM sincronizadas a piezoeléctrico con sistema de refrigeracion e
interfaz al generador de frecuencia externo.

Medidor de flujo (gas).

Tanque de argon 95% y H25%.

Valvula de presion para tanques de gas.

Refrigerante tubular de vapores.

Tubo cuello de ganso con Angulo de 90°.

Conectores externos para poder conectar el tubo cuello de ganso a la
boca de nebulizador.

Trampa para gases residuales.

Generador-modulador de frecuencias en corriente directa.

Equipo de seguridad personal para el manejo de sustancias altamente
corrosivas.

Bencilamina Sigma Aldrich CAS (100-46-9) 99%.

Ferroceno Sigam Aldrich CAS (102-54-5) 98%.

Equipo de ultrasonido.

Acetona.

Etanol.

Propano.
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19. Acido muriatico.
20. Agua destilada.
21. Canales de conexion (mangueras de hule) anticorrosivas.

22. Campana de extraccion.

Se prepar6 dos soluciones precursoras usando los reactivos a concentraciones de
97.5% de bencelamina/tolueno y 2.5% de ferroceno mezcladas bajo sonicacion
por 60 min, logrando asi la homogeneidad de la mezcla. La mezcla que contiene
bencelamina permite obtener Nanotubos de Carbono Multicapa Dopados con
Nitrogeno (NTCMCDN) en cambio de aquella con Tolueno, obtenemos
Nanotubos de Carbono Multicapa (NTCMC). Posteriormente se lava el tubo de
cuarzo de aproximadamente 1.20 m. En una primera etapa el tubo es expuesto por
24h en acido muriatico. Al término de este tiempo, el acido muriatico se extrae
cuidadosamente y se deposita en un contenedor de residuos. El tubo de cuarzo es
bien lavado con agua y abundante jabon, y nuevamente con agua corriente para

quitar residuos de jabon. Posteriormente se le hace un lavado de tres pasos:

i.- Lavado con acetona,
ii.- Lavado con etanol

iii.- Finalmente, lavado con isopropanol.

Dejandolo secar a temperatura ambiente durante un dia. Se trata de que el tubo no
presente ningln tipo de residuos de sintesis anteriores. Una vez seco se coloca
dentro del horno (1 o 2 hornos) este tubo se usara como sustrato. La trampa de
residuos de gas (burbujeador) es llenada con acetona (hasta la marca asignada)
aproximadamente con 320 ml. Al vaso contenedor ya montado al piezoeléctrico,
se le aflade 300ml de la solucién precursora (bencelamina con ferroceno),
conectandolo al tangque de gas. Entre la salida del gas acarreador y el vaso se
coloca un medidor de flujo. Se ajustar el tubo cuello de ganso a los conectores del
tubo de cuarzo. Conectar el generador de energia (pulsos) al nebulizador y
sincronizar a una frecuencia de 4.1 y potencia de 9, esto observando el flujo del

gas, si tenemos una nube de gas perceptible y que camine sobre el tubo de cuarzo.
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Fijar la posicion de los hornos; si son los dos hornos, que estén a misma altura.
Los hornos se deben de colocar a una distancia de 10 cm con respecto al tubo de
cuarzo, posterior a la unién con el cuello de ganso. Conectar con condensador
Leibig con el burbujeador. Ajustar la temperatura de los hornos o del horno a
850°C. Se abre el flujo del gas a 2.5litros/minutos, esto con la finalidad de tener
una atmosfera libre de oxigeno y evitar posibles oxidaciones. Abrir el paso de
agua, para que esta actué como refrigerante del sistema.

El sistema ya montado (Figura 10) con las temperaturas establecidas, el flujo de
gas y el generador de energia tal como se indica, se deja actuar por 30 minutos,
es el tiempo establecido anteriormente por protocolos elaborados por el Dr.
Emilio Mufioz, donde las reacciones se llevan a cabo, para después apagar el
generador de energia, bajar la temperatura de los hornos a 0°C.

Una vez que los o el horno indique una temperatura menor a los 150°C es
permitido cerrar la fuente de flujo de gas y el refrigerante, ya que a estas

temperaturas los nanotubos crecidos no sufren cambios.

s IO

-1

Figura 10. Modelo esquematizado del sistema CVD. 1) Hornos de crecimiento, 2) tubo de cuarzo, 3)
sprayer, 4) material piezoeléctrico, 5)sistema de refrigeracion, 6) trampa de acetona.
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5.2.- Obtencién del Nanomaterial.

Una vez que el equipo de sintesis estd completamente frio podemos extraer el tubo
de cuarzo para extraer el nanomaterial de su interior. Este se marca de acuerdo a las

zonas deseadas a estudiar.

Estudios previos del equipo de trabajo del Dr. Emilio Mufioz, han demostrado que
las propiedades de los NTCs como longitud y didmetros e incluso cuando este
material es sintetizado con dopaje, estos varian de acuerdo a la zona. Esto
probablemente es debido a la densidad de flujo de gases involucrados (Figura 11)
y la temperatura del horno. La temperatura de 850°C que es la mas propicia para
una buena sintesis por el método de DQV se encuentra justo en el centro de los

hornos.

—f

Densidad de flujo de gases.

Figura 11. Esquema de la densidad de flujo de los gases argon y nitrégeno para la sintesis de NTCs
por el método de DQV.

Se marco el tubo de cuarzo de la siguiente manera para proceder a su raspado; es
en estas zonas, donde los hornos alcanzan su temperatura maxima, donde se obtiene
mayor masa del material.

Zonal | 15-24cm | Hornol
Zona?2 | 48-58cm Horno 2

Tabla 2. Zonas marcadas en el tubo de cuarzo.

El raspado consiste en introducir cuidadosamente una vez que le tubo de cuarzo

este marcado con las zonas indicadas, un tubo de cuarzo de menor diametro, raspar
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con las debidas precauciones de no pasarnos de las zonas ya establecida evitando
lo més posible la mezcla de nanotubos de diferentes zonas.

5.3.- Oxidaciéon Quimica de los NTCs.

Como es bien sabido una de las propiedades de los NTCs es que tienen tendencias
hidrofébicas es decir, no pueden dispersarse en agua. Pero, debido a tratamientos
quimicos es posible afiadir en sus paredes grupos carboxilos los cuales permiten

una buena dispersion en medios polares.

La mezcla precursora esta elaborada a base de 300ml de &cido sulfdrico y 100mi
de &cido nitrico, dando un total de 400 ml de mezcla homogénea. Dependiendo
de la cantidad en miligramos que se tome de los centimetros elegidos es la
cantidad de la mezcla precursora a colocar en un matraz Erlenmeyer. Por ejemplo,
si se toman del centimetro 10, 12 mg de material, este se coloca con 12ml de la
mezcla precursora.

Posteriormente se colocan los matraces en sonicacion por aproximadamente 15
minutos ya gue solo nos interesa hacer una limpieza de impurezas metalicas del
material (Figura 12). Después de esto se hace un intenso lavado de las muestras
con agua destilada hasta que el pH sea aproximadamente 7. Como resultado
tenemos nanotubos de carbono multicapa dopados con nitrégeno y oxidados, los

cuales denotamos como NTCMCDN-o.

Figura 12. Podemos observar las 4 zonas de la sintesis de NTCMCDN y NTCMC en proceso de
oxidacion. Sonicados por 15 minutos, logrando disminuir considerablemente la cantidad de
imperfecciones (particulas de Fe) y obteniendo NTC hidrdfilos.
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5.4.- Preparacion de muestras para caracterizaciones correspondientes.

5.4.1.- Microscopia Electrdnica de Barrido, SEM.

Figura 13. Cinta, pines y pinza. Utensilios requeridos para montar la muestra para analizar por
caracterizacion SEM.

Para todas las caracterizaciones se tomaron 8 muestras diferentes. La cinta de
carbono doble cara es colocada en un pin, debido a que en ambos lados presenta
pegamento es facil que el nanomaterial se afiada a ella.

Tomamos un poco de material con la pinza y se coloca en la cinta de carbono

evitando tener cimulos y/o exceso de material.

NTCMC zona 1 NTCMCDN zona 1
NTCMC zona 1 oxidados NTCMCDN zona 1 oxidados
NTCMC zona 2 NTCMCDN zona 2
NTCMC zona 2 oxidados NTCMCDN zona 2 oxidados

Tabla 3. Etiquetado de zonas

5.4.2.- Microscopia Electrénica de Transmision, TEM

Figura 14. Rejilla de carbono, para montar el nanomaterial y caracterizarlo por microscopia
electrdnica de transmision.
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Los NTCs se dispersan de acuerdo al medio correspondiente, agua destilada o
isopropanol de acuerdo a si estan o no oxidados, una vez dispersos la rejilla se

sumerge en la dispersion para que se impregne del nanomaterial.

5.4.3.- RAMAN.

Figura 15. Portaobjetos y cubreobjetos para montar la muestra a analizar por caracterizacion
RAMAN.

Poca cantidad de nanotubos de carbono en estado sélido (polvo) son colados en los

portaobjetos para después cubrir con los cubreabjetos.

5.4.4.- Analisis Termogavimétrico, TGA

Figura 16. Copa de ceramica para colocar la muestra y caracterizar por medio de TGA.

Se pesaron en la bascula 10mg de NTC de las 8 muestras ya mencionadas. Para
después ser colocadas una por una en la copa de ceramica y proceder con el analisis

termogavimérico.
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5.4.5.- RAYOS X.

Figura 17. Portaobjetos especial para caracterizacion de RAYOS X, el cual presenta un pequefio

desnivel (concavo) en el cual se coloca la muestra en estado sélido (polvo).

La muestra es colocada en estado sélido en el portaobjetos ya mencionado, justo en
el desnivel concavo. Por lo general, este tipo de caracterizacion es para muestras en

estado sélido, eso no implica que no se puedan analizar muestras en estado liquido.

5.5.- Cultivos Celulares.

5.5.1.- Descongelar Células Hela.

La criopreservacion permite mantener una linea celular por mucho tiempo en
condiciones Optimas, utilizdndola solo cuando sea necesario y guardandola
congelada cuando no. También permite guardar células de pacientes o de muestras
importantes que no se puedan analizar en el momento de su obtencion.

La congelacién impide todo movimiento molecular en la muestra. Sin embargo,
existe un problema que constituye el proceso de congelacion previo y la
descongelacion posterior que es lo que afecta gravemente a las muestras, debido a
ello hay que tener mucho cuidado al momento de realizar la descongelacion celular.
Para realizar la descongelacion se debe eliminar rapidamente la presencia intra y
extracelular de los crioprotectores que suelen ser tdéxicos a las elevadas
concentraciones utilizadas y se debe atemperar de manera correcta las muestras

hasta su temperatura de cultivo.

Para que las células tengan los nutrientes requeridos y tengan estabilidad, estas se

colocan en medio completo (DMEM) el cual es una mezcla de 5ml de Suero Bobino
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Fetal (SBF), 0.5ml de antibidticos, esto es aforado con el DMEM a 50ml. Se coloca
a refrigeracion de 4°C.

Es de suma importancia que la incubadora este en su totalidad limpio, es necesario
limpiarla en exceso con etanol al 70%, llenar la tina con H,O destilada y
previamente esterilizada aproximadamente 1 litro, para proceder a encender la luz
ultravioleta por 1 hora consecutiva. Esto evitara que la incubadora esté
contaminada, eliminando cualquier tipo de bacteria y/o microorganismos que
alteren a las células. De manera semejante, es necesario limpiar la campana de
trabajo, con etanol 70% mas 1 hora de luz ultravioleta.

El material que se utilizara para llevar acabo el experimento de “Descongelacion
Celular” se esteriliza en la campana con luz ultravioleta por 15 min de un lado y
15 min del otro lado, antes de introducir todo el material a la campana se limpian

con etanol 70%.

e Material requerido para esterilizar:
1.- Caja de Petri
2.- Papel parafilm
3.- Gradillas
4.- Tubos de 50ml
5.- Pipeta seroldgicas
6.- Puntas para pipeta milimétrica de 1ml
7.- Marcador

8.- Vaso de precipitado para desechos.

i.  Lacepa celular Hela, se coloca a 37°C a bafio maria por aproximadamente
10min para ser descongeladas, es necesario observar las células a cada
momento y si es necesario sacarlas antes de los 10 minutos. Lo Gnico que
pretendemos en este paso es su descongelacién. (Figura 18).

ii.  Estas fueron colocadas en un tubo cénico para centrifuga de 50ml gota a
gota extremando precauciones, evitando asi una descompensacion
osmética celular y estas puedan romperse. EI medio completo, DMEM, es

goteado a las células hasta tener 7ml.
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Figura 18. Células HeLa en proceso de descongelacion.

iii.  Teniendo ya la mezcla celular, esta es colocada en las pajas de Petri, con
7ml la caja de Petri no se cubre en su totalidad, necesitamos cubrirla ya que
se dejaran incubando y no queremos que las células se queden sin medio y
pierdan nutrientes, se afiadieron 8ml mas para tener un volumen de 15ml

totales. (Figura 19)

Figura 19. Cultivo celular en caja de Petri.

iv.  La caja de Petri con el medio celular es colocada en la incubadora ya

esterilizada por 24horas

Al momento de realizar cultivos celulares, la incubadora requiere un flujo de gas
CO; que tiene que estar a una presion de 0.5 I/min en la valvula y 40% en el
marcador de la incubadora y 95% de humedad. Cumpliendo las 24horas
establecidas, cambiar el medio completo DMEM para retirar el glicerol (Figura
20).
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Figura 20. Flujo del gas CO:z en la incubadora.
5.5.2.- Manejo de la linea celular HeLa.

Las células HeLa son un tipo particular de células de cultivo usadas en investigacion
cientifica. Es el linaje celular humano més antiguo ya que se consideran la primera
linea de células humanas inmortales. El linaje al cual pertenecen estas células deriva
de una muestra de céancer cérvico-uterino obtenida de una paciente llamada
Henrietta Lacks (de alli el acronimo He{nrietta} La{cks}). El linaje HeLa lleva mas
de 50 afios sirviendo de fuente de investigacidn en el campo médico y ha mostrado
ser particularmente duradero y prolifico.

Las HelLa, ademds de poseer la caracteristica de multiplicarse eternamente, también
presentan una resistencia inusual. Se dividen en 24 horas y doblan su nimero tan
rapidamente que sorprenden. Son tan agresivas gque pueden contaminar un cultivo
cualquiera con una sola célula HelLa.

Previo a los experimentos se limpia la incubadora y la campana como se mencioné
en los experimentos anteriores. De igual manera se esterilizan los materiales

necesarios en la campana con luz ultravioleta.

e Material a esterilizar:
1.- Pipetas seroldgicas.
2.- Tubos conicos para centrifuga de 15ml y 50ml
3.- Puntas para pipetas milimétricas de 10, 200 y 1000ul.
4.- Flasks chicos
5.- Flasks grandes (75ml).
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e Reactivos:
1.- Medio Completo (experimento anterior) DMEM.
2.- PBS (Tampdn fosfato salino)
3.- Tripsina 0.25%
4.-EDTA0.53mM
5.- Azul de tripano
6.- NaCl
7.- KCI
8.- Na;HPO4
9.- KH2PO4

e Equipo:
1.- Camara de Neubauer
2.- Incubadora con flujo de gas CO-
3.- Centrifuga
4.- Microscopio invertido.
5.- Balanza
6.- Medidor de PH

7.- Microscopio Optico.

i.  Preparamos PBS un pH de 7.4 en un litro de agua destilada. Una vez que

la mezcla esté elaborada con agitacion magnética, es necesario medir el pH

y si no esta en el establecido, ser ajustado. Se esteriliza y se filtra 50ml con

la jeringa de 10ml y si filtro (Figura 21).

e 8gde NaCl

e 0.2gKClI

e 1.44gNa,HPO,
e 0.24g KH2PO,

Figura 21. PBS en agitacion magnética.
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Vi.

Vii.

viii.

Preparar solucion de tripsina con EDTA en agua destilada para evitar
aglomeraciones celulares ya que la tripsina rompe enlaces. (Tripsina 0.25%
+ EDTA 0.53mM). Esta solucion se esteriliza filtrando por medio de
jeringas.

Al dia siguiente de la descongelacion celular se hace un cambio de medio
para eliminar el glicerol, de la siguiente manera: inclinar el tubo y retirar el
medio con una pipeta seroldgica.

Lavar con PBS estéril y retirar de la misma manera que se retir6 el medio.
Agregar Tripsina (500ul para Flask chico y 1ml para Flask grande).
Incubar de 5-10min a 37°C hasta que se observe la suspension de las
células.

Agregar medio completo para inactivar la tripsina y asi las células puedan
reproducirse.

Transferir las células a un tubo cénico de 15ml y centrifugar a 1500rpm/
10min o 2000rpm/5min.

Resuspender en medio completo y evaluar viabilidad con azul de tripano

(conteo celular).

Para realizar el conteo celular es necesario tomar 10ul de la suspension celular y

diluirla en 90ul de azul de tripano, homogenizar la mezcla. Colocar 10ul de esta

mezcla en la cAmara Neubauer (Figura 22) y realizar el conteo en el microscopio

oOptico.

Zona donde se coloca 10ul
de la mezcla celular para el
conteo.

Figura 22. Camara Neubauer.
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La camara Neubauer, en la zona donde se coloca la mezcla celular, tiene 4
segmentos los cuales estan divididos por unas lineas verticales y horizontales que

arrojan una cuadricula la cual podemos tomar como punto de partida (Figura 23).

| | I -
1!1

I ||
] I A
N O 00O 0000 10 |

Figura 23. Imagen de como se observa la cdmara Neubauer en el microscopio 6ptico.

Por cada zona (L1, Lo, L3y La) se realiza conteo celular, el total de células contadas
en las 4 zonas se divide entre el total de zonas, para después ser multiplicada por
10, esto es por los 10ul que se tomaron de la mezcla celular con azul de tripano, el
resultado de esto es multiplicado por 10, 000 el cual es el factor de cdmara
(estandarizado), el resultado de estas operaciones bésicas es la cantidad de células
gue tenemos en 1ml de solucion.

X.  Agregar medio completo a las células y dejarlas a una concentracién de
5x10° células /ml.

xi.  Colocar las células en una caja de Petri y colocarlas en la incubadora
(Figura 24).

Figura 24. Cultivos células en la incubadora.

xii.  Permitir que las células se expandan, cambiando el medio cada 3 dias o

antes si es necesario, cada dia observar en el microscopio invertido la
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confluencia celular y si estas no presentan bacterias o alguna
contaminacion.

xiii.  Cuando la caja de Petri este totalmente saturada de células, hay que
despegarlas siguiendo los pasos 2-8 y repartir las células en varias cajas
Petri hasta obtener el nimero suficiente de células para los experimentos

requeridos.

5.5.3. Extraccion y Cultivos de Monocitos.

e Material.

1.- Tubos cénicos de 15 y 50ml.

2.- Tubos a vacio de 6ml para extraccion de sangre
3.- Jeringas

4.- Puntas para pipetas milimétricas.

5.- Pipetas milimétricas.

e Soluciones.
1.-PBS
2.- Ficoll-Paque
3.- Pan Monocyte Isolation Kit
4.- BSA
5.-EDTA

e Equipo.
1.- Centrifuga

2.- Columna Magnética de separacion celular.

Para la obtencion de células mononucleares es necesario extraer 60ml de sangre
humana intravenosa. Una vez que se extrajo la sangre en tubos de 6ml, se colocan
20ml en tubos coénicos de 50ml (total de 3 tubos conicos) para mejor manejo, es de
suma importancia mantener la sangre en movimiento continuo y lento para evitar

la coagulacion.
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Vi,

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.

XV.

Se toman los tubos con 20ml de sangre y se aforan a 30ml con PBS
previamente estéril.

En otro tubo cénico de 50ml se colocan 3ml de Ficoll-Paque. Esta solucion
permite separar por medio de densidad las células mononucleares.
Trasferir las células al tubo que contiene el Ficoll con demasiado cuidado,
inclinando el tubo y de manera lenta y suave, es de suma importancia evitar
que la sangre se mezcle con el Ficoll.

Centrifugar a 2,500 rpm por 20minutos a 4°C.

Observar cuidadosamente y tratar de no mover de manera brusca el tubo,
se observa claramente entre la zona del suero y los gl6bulos rojos y
eritrocitos una pequeiia “tela” delgada de color beige, estas son las células
mononucleares que requerimos. Esta “tela” es extraida cuidadosamente
con pipetas milimétricas tratando de no tomar muestra de suero o de
glébulos rojos. Las células mononucleares son colocadas en un tubo cénico
de 15ml, se requiere extremo cuidado y tratar de extraer lo mas posible.
Una vez que las células estén extraidas, se coloca PBS para realizar un
lavado y asi retirar cualquier célula que no sean las requeridas. Se colocan
los mililitros necesarios para aforar a 15ml con PBS y se centrifuga por 10
minutos a 2,500rpm a 4°C.

Procedemos a implementar el Pan Monocyte Isolation Kit.

Se prepara buffer MACS, con PBS previamente estéril, 0.5% de BSA y
2mM de EDTA Yy dejarlo a 4°C hasta que se ocupe.

Es necesario trabajar de manera rapida pero cuidadosa con las células y con
las soluciones del kit, las cuales deben de estar frias a temperaturas de 2-
8°C.

Resuspender el pellet celular en 40ml de buffer por 107 células.

Afiadir 10ul de FcR Blocking-Antobody Cocktail (sustancia del kit) por
10 células.

Afiadir 10ul de Biotin-Antibody Cocktail por 107 células.

Mezclar bien y con mucho cuidado e incubar por 5minutos en el
refrigerado de 2-8°C.

Afiadir 30ul de buffer MACS por 10 células.

Afiadir 20ul de anti-Biotin MicroBeads por cada 107 células.
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XVi.

XVil.

xviii.

XiX.

XX.

Mezclar bien esta lograr homogeneidad e incubar por 10minutos en el
refrigerador 2-8°C.

La solucion final, es colocada gota a gota en la columna magnética. Las
soluciones afiadidas colocan bioagentes a las células mononucleares y otros
bioagentes a aquellas que no son mononucleareas, es por ello que la cdmara
lleva a cabo la separacion celular. Unas células quedan atrapadas en ella y
las mononucleares pasan la columna y son recopiladas en un tubo cénico
de 15ml (Figura 25).

Figura 25. Columna de separacion celular Magnética.

Enjuagar la columna magnética con 3 ml de buffer MACS y recolectar las
células sobrantes.

Los monacitos son resuspendidos en 5ml de medio completo DMEM.

Se extraen 10ul de esta suspension para realizar conteo celular, el cual ya

se explico anteriormente.

5.6- Incubacion Enzimatica.

Este experimento es el crucial para la tesis propuesta. Los nanotubos de carbono,

en esta investigacion, se proponen como posible terapia alternativa para

enfermedades emergentes, pero debido a que este nanomaterial presenta grados de

citotoxicidad es necesario evaluar bajo qué condiciones su degradacion bioldgica

es factible, rapida y eficaz.

Material.

1.- Eppendorf (1ml)
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2.- Pipeta milimétrica
3.- Puntas para pipetas milimétricas.
e Soluciones.
1.- Enzima Mieloperoxidasa (h-MPO)
2.- Peréxido de Hidrogeno (H.0-)
3.- Cloruro de sodio (NaCl)
4.-PBS
5.- Agua destilada.
e Equipo.
1.- Balanza
2.- Agitador

i.  Los Nanotubos de Carbono Multicapada dopados con Nitrégeno y no

dopados con Nitrégeno previamente oxidados, son sonicados por 1 hora en

PBS para adaptar el pH y tener una solucion homogénea.

ii.  Preparar el H,O; a 80uM.

iii.  La peroxidasa es dispersada en PBS (0.8mg/ml)

iv.  Serealizaron los incubamietos de la siguiente manera:

Control 1: MWCNTSs + PBS
Control 2: MWCNTSs + H,0,

Control 3: MWCNTSs + h-MPO

MWCNTSs-p (0x) MWCNTSs-p (0x)
Zona 1 (10mg/ml) Zona 2 (10mg/ml)
(1:4 dilucidn) (1:4 dilucidn)
1.-Hora 0 1.1.-Hora 0
2.- 15 minutos 2.1.- 15 minutos
3.- 30 minutos 3.1.- 30 minutos
4.- 1 hora 4.,1.-1 hora
5.- 6 horas 5.1.- 6 horas
MWCNTSs-n (0x) MWCNTSs-n (0x)
Zona 1 (10mg/ml) Zona 2 (10mg/ml)
(1:4 dilucion) (1:4 dilucidn)
1.2.-Hora 0 1.3.-Hora 0
2.2.- 15 minutos 2.3.- 15 minutos
3.2.- 30 minutos 3.3.- 30 minutos
4.2.-1 hora 4.3.-1hora
5.2.- 6 horas 5.3.- 6 horas

Tabla 4. Tiempo de interaccion enzima- NTC.




5.7.- Ensayo de Citotoxicidad.

Una vez que se sabe cuél de los nanotubos de carbono logro mayor degradacion y
con mayor eficacia, este es sometido a ensayos citotoxicos para evaluar la viabilidad
celular.

e Material.
1.- Caja de incubamiento de 24 pozos.
2.- Pipetas milimétricas

3.- Puntas para pipetas milimétricas

e Soluciones.
1.-PBS
2.- Medio completo DMEM.

e Equipo.

1.- Incubadora

i. Una vez que tenemos el conteo celular de los monocitos estos son

repartidos en 2 concentraciones diferentes de NTC (Figura 26).

1. 6ug/ul 2. 0.6ug/ul 3. Control

Figura 26. Soluciones Stock de NTC en PBS.
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ii.  Cada concentracion se realizara un conteo celular para evaluar viabilidad
a las horas 6 y 24. Marcar con estas condiciones la caja de 24 pozos
(Figura 27).

Figura 27. Caja para incubacion celular de 24 pozos.

iii.  Secoloca en la incubadora por las horas mencionadas.
iv. Una vez cumplidas las horas mencionadas, se realiza el ultimo conteo
celular y se hace comparacion de antes del incubacion con el

nanomaterial, a la hora 6 y a la hora 24.

5.8.- Quantum Espresso.

1 &control

2 calculation="relax

3 prefix="NOMBRE DEL ARCHIVO DE SALIDA’

4 nstep= XXX (ndmero de repeticiones hasta llegar a la estructura optimizada)

5  outdir = "/home/guirado/outdir_diana’,

6  pseudo_dir="/opt/intel/espresso-4.1.2/pseudo” (pseudo potenciales)

71

8 &system

9 ibrav=0, (tipo de celda) nat=XXX, (ndm. de atomos) Ntyp=X, (especie de a&tomos)
tot_charge=0

10  ecutwfc=35.0, ecutrho=200.0

11 occupations="smearing’, smearing="methfessel-paxton”, degauss=0.05
12/
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13 &electrons

14 conv_thr=1.0d-6 (energia)

15 mixing_beta = 0.6 (mezcla de cargas)
16 mixing_mode="local-TF

17 diagonalization="cg’

18/

19 &ions

20 upscale=10
21/

22 ATOMIC_SPECIES (ejemplo)

23 C 12.0107 C.pbe-rrkjus.UPF

24 H 1.00794 H.pbe-rrkjus.UPF

25 N 14.00 N.pbe-rrkjus.UPF

26 ATOMIC_POSITIONS {angstrom}

27 Es en este apartado donde se colocan las coordenadas de la estructura que se desea optimizar.

160 CELL_PARAMETERS {cubic}

161 350 0.0 0.0 1.=35.0
162 0.0 350 0.0 } i

163 0.0 0.0 35.0

164 K_POINTS {Gamma}

165
166
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Capitulo 6

RESULTADOS

6.- Sintesis por CVD y oxidacion quimica con acidos.

Se realizaron 6 sintesis de MWCNTSs por el método de Deposicidon quimica de
vapor (mencionado en el capitulo de Metodologia Experimental), en tres de ellas se
obtuvieron nanomateriales dopados con atomos de nitrégeno, mientras que en las
otras tres sintesis MWCNTS sin dopaje. Estudios previos del grupo del Dr. Emilio
Mufioz [66] han reportado los diferentes tipos de dopaje que se obtienen por este
método de sintesis, como son: dopaje piridinico, pirrolico, quaternario, entre otros.
Una vez que se realizé el raspado de los tubos de cuarzo, él tuvo fue marcado a
diferentes zonas para llevar mayor control de la sintesis del material (Figura 28).

Las muestras se pesaron para obtener la siguiente distribucién de masas, de las 6

intesis
—
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Figura 28. La grafica de la izquierda es respecto a las 3 sintesis para obtener MWCNTSs-p (sin
dopaje), se observan dos picos de crecimiento, estos dos picos coinciden con el centro de los hornos,
s aqui donde se encuentra la mayor temperatura. De igual manera en la gréafica de la derecha arroja

la cantidad de material obtenido en 3 sintesis, estos con dopaje de nitrégeno, con 2 picos de

crecimiento en las zonas centrales de los hornos.
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Tomando en cuenta la distribucién de masa, en ambas graficas se presentan dos
picos de crecimiento por lo general estos se encuentran en las zonas centrales de los
hornos, esto puede indicar que la temperatura tiene correlacion directa con el
crecimiento (la cantidad) de masa de los MWCNTs. Por tal motivo, se

seleccionaron estas 2 zonas para los experimentos siguientes.

Etiquetaremos de la siguiente manera estas zonas:

Nanotubos de Carbono Multicapa pristinos, de

los centimetros 15 a 24cm.
MWCNTSs-p zona 1

Nanotubos de Carbono Multicapa pristinos, de

los centimetros 48 a 58cm.
MWCNTSs-p zona 2

Nanotubos de Carbono Multicapa dopados con

Nitrogeno, de los centimetros 15 a 24cm.
N-MWCNTSs zona 1

Nanotubos de Carbono Multicapa dopados con

Nitrégeno, de los centimetros 48 a 58cm.
N-MWCNTSs zona 2

Tabla 5. Etiquetas de las muestras obtenidas.

Cada zona fuera dividida en dos partes (mitad y mitad) para que a una de ellas se le
aplicaran modificaciones quimicas por medio de oxidacién con acidos. A los NTC
pos tratamiento quimico lo nombraremos como N-MWCNTs-0x y MWCNTS-0x
(Figura 29). La oxidacién de los nanotubos de carbono permite que estos sean
solubles en medios polares como el agua, PBS, entre otros, también logramos que
el material tuviera cierto grado de limpieza perdiendo impurezas como, particulas
de Fe, estas particulas de Fe se forman dentro de ellos en el bambu cuando son

sintetizados debido a sus precursores como es el ferroceno (CioHioFe).

56




Figura 29. Proceso de oxidacion quimica por medio de acido nitrico y sulfdrico durante 15 min con
sonicacion. Este tiempo es necesario para que los nanotubos adquieran propiedades hidrofilicas y

piernas cantidad considerable de imperfecciones.

Estas muestras fueron caracterizadas por microscopia TEM, SEM, RAMAN,
RAYOS X, TGA, caracterizaciones basicas para determinar si tenemos materiales

en buenas condiciones.

6.1.- Andlisis de los MWCNTSs por Microscopia de Barrido (SEM).

El fundamento de la microscopia electronica de barrido, SEM, radica en que los
electrones emitidos por un catodo de tungsteno pasan a través de una columna en
la que se ha hecho un vacio alrededor de 107 Torr. En ella el haz inicial es
concentrado por una serie de lentes electromagnéticos que producen una
disminucion de su didmetro hasta hacerse casi puntual (hasta unos 10nm). Al
mismo tiempo, la intensidad de corriente se disminuye desde unos 104 A hasta
unos 107°A. Esta disminucion en la intensidad implica una menor cantidad de
electrones primarios. El haz de electrones con estas Gltimas caracteristicas, es decir
en forma puntual, es desplazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de

un pincel que va barriendo la muestra con continuas idas y venidas [74].

Uno de los objetivos principales, es conocer la morfologia de los N-MWCNTSs
crecidos en el tubo de cuarzo en diferentes centimetros, para asi poder observar a

detalle su degradacion. Por tal motivo estas muestras fueron caracterizadas por
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microscopia electronica de barrido (SEM), la cual utiliza un haz de electrones para
formar una imagen ampliada de la superficie del objeto. Las zonas analizadas por
medio de esta técnica de caracterizacion son zona 1y 2 de cada sintesis, las dos
ubicadas en el area central de los hornos de la sintesis de CVVD. Con microscopia
SEM podemos observar estructuras cilindricas huecas tipo bambu con estructuras

aparentemente sanas, con pocas imperfecciones.

En la Figura 30 se observa la imagen de caracterizacion SEM de N-MWCNTSs de
la zona 1 (15-24cm) y zona 2 (48-48cm) previos al tratamiento oxidativo. Se
obtuvieron NTCs de aproximadamente 200um. Estos estan agrupados en bloques
grandes de aproximadamente 200-300um y aparentemente cohesionados. Sin
embargo estos blogues son disueltos en cuanto el material sea sometido a sonicado.
Este material aun presenta imperfecciones, particulas de Fe, podemos observar con

detalle en la imagen de la derecha que presenta pequefias perturbaciones en la

superficie.

pore

Figura 30. N-MWCNTSs previos a tratamientos oxidativos con &cidos. Los incisos a) y b) pertenecen
alazona 1 (primer horno, 15-24cm) del horno implementado para la sintesis por CVD, se obtuvieron
NTCs de longitudes aproximadamente de 200pum y didmetros de 80-90nm. Se observa que el
nanomaterial aparentemente esta sin dafios estructurales. Las imagenes c) y d) muestran NTCs de la
zona 2 (segundo horno, 48-58cm) los didmetros y las longitudes no varian de manera exorbitante

con respecto a las obtenidas en la primera zona.
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Figura 31. MWCNTSs-p previos a tratamientos oxidativos con acidos. Los incisos a) y b) pertenecen

ala zona 1 (primer horno, 15-24cm) del horno implementado para la sintesis por CVD, se obtuvieron
NTCs de longitudes aproximadamente de 200-300um y diametros de 80-90nm. Se observa que el

nanomaterial aparentemente esta sin dafios estructurales. Las imagenes c) y d) muestran NTCs de la
zona 2 (segundo horno, 48-58cm) los diametros y las longitudes no varian de manera exorbitante

con respecto a las obtenidas en la primera zona.

Las 4 muestras fueron sometidas a tratamiento oxidativo con &cidos a temperatura
ambiente por un tiempo minimo de 15 minutos, esto con la finalidad de lograr
dispersion en medios polares los cuales son de suma importancia en areas
bioldgicas y de igual manera limpiar un poco los MWCNTS quitando particulas de
Fe presentes durante el método de sintesis. Los 15 minutos no fueron suficientes
para erradicar en su totalidad todas las particulas de Fe, pero si fueron eliminadas
unas pocas, los acidos interactuaron con las nanoestrturas por 15 minutos debido a
gue si este se prolongaba a mas tiempo de interaccion, existia la posibilidad que la

morfologia del material se viese dafiada (Figuras 32 y 33).

Estas muestras también fueron caracterizadas por microscopia de barrido (SEM)

para corroborar que la estructura no sufriera dafios superficiales ni morfologicos.
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Figura 32. N-MWCNTSs (0x), zona 1 (ay b) y zona 2 (c y d). No se observa dafio aparente en la

morfologia ni en didmetros. En el inciso d) se observan las puntas de los N-MWCNTSs y la mayoria

de ellas carecen de particula de Fe, lo cual nos hace suponer que el proceso de oxidacién retiro
cantidad considerable de estas. Los nanotubos tienen mejor dispersion en medios polares, las

longitudes y diametros prevalecieron.

40 pm ¥ ~-

Figra33. MWCNTSs-p (ox), zonal (ayb)y zon2 y d). No se observa dafio aparente en la
morfologia ni en didmetros. En el inciso d) se observan las puntas de los MWCNTSs-p (ox) y la
mayoria de ellas carecen de particula de Fe, lo cual nos hace suponer que el proceso de oxidacion
retiro cantidad considerable de estas. Los nanotubos tienen mejor dispersién en medios polares, las

longitudes y didmetros prevalecieron.
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Las imagenes que se obtienen en el microscopio electronico de barrido
corresponden a electrones secundarios o electrones retrodispersados emitidos tras

la interaccion con la muestra del haz incidente [74].

La emision de electrones retrodispersados depende fuertemente del ndmero
atémico de la muestra. Esto implica que dos partes de la muestra que tengan
distinta composicidn se revelan con distinta intensidad aunque no exista ninguna
diferencia de topografia entre ellas. Es asi como los rayos X que se generan en
una muestra sometida a bombardeo electronico permiten identificar los elementos

presentes y establecer su concentracion [74] (Figura 34 y 35).

N-MWCNTs | N-MWCNTs (0x)
zonal N zonal
= ic i
N-MWCNTSs § N-MWCNTS (0x)
zona 2 zona 2
3 B :'.17. !_ =
Energia (keV)

Figura 34. Comparacion de EDS de N-MWCNTS previos y después a tratamiento oxidativo. Se
puede observar que el pico representante del Fe en los N-MWCNTS zona 1 desaparece, mientras que
en los N-MWCNTSs zona 2 disminuye.
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MWCNTs-p | MWCNTs —p (0X)
z0na 2 zona 2

Energia (keV)
Figura 35. Comparacién de EDS de MWCNTSs-p previos y después a tratamiento oxidativo. Se

puede observar que el pico representante del Fe en ambas zonas disminuyo.

Con esta caracterizacion corroboramos que las particulas presentes durante la
sintesis son de Fe y estas disminuyen su concentracién después de tratamientos

oxidativos.

Se obtuvieron por medio de la sintesis de CVD nanomateriales de forma cilindrica
y huecos, debido a que le método de deposicion quimica de vapor presenta una
particula metalica para que el tubo inicie su crecimiento, en el hueco se observan
particulas metélicas que por medio de caracterizacion EDS comprobamos que son
de Fe.

La morfologia de los N-MWCNTs (ox) y MWCNTs-p (0X) no presento
alteraciones, por lo cual este material es apto para evaluacion pre y pos al
tratamiento enzimatico. Los didmetros y longitudes prevalecieron intactos después
de la oxidacion y también este proceso favorecié la solubilidad del nanomaterial en

medios polares.
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6.2.- Andlisis de los MWCNTSs por Microscopia de Transmision de
electrones (TEM).

La técnica de microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en
inglés) se ocupa de la informacion contenida en aquellos electrones que traspasan
una muestra solida sobre la que se ha hecho incidir un haz electrénico coherente y
a gran velocidad. La heterogénea distribucion de densidad electronica presente en
la muestra provoca en la radiacion transmitida la formacion de imagenes de
interferencia, que adecuadamente interpretadas, revelan sus -caracteristicas

morfoldgicas y estructurales [75].

Los electrones que se transmiten a través de una muestra sobre la que se ha hecho
incidir un haz electrénico coherente se catalogan en tres tipos: a) Electrones no
desviados con cinética idéntica a la de los incidentes, b) Electrones desviados
elasticamente y c) Electrones inelasticos, que son desviados cediendo parte de su
energia a la muestra. Los electrones no desviados y los elasticos son los Unicos que
contribuyen constructivamente a la formacion de la imagen. La fraccién ineléstica
es por otra parte la responsable del ruido de fondo presente en toda imagen de

microscopia electrénica [75].

Analizando estas estructuras de manera mas detallada con microscopia de
transmision de electrones (TEM), podemos determinar que nuestros NTCs
presentan estructuras sanas, que son NTCs multicapa con distancias interplanares
de 0.32nm. También se observan pequefias imperfecciones internalizadas, las

cuales confirmamos que son de Fe principalmente de estructuras elipticas.

En la literatura se ha reportado gque son estas imperfecciones las que provocan altos
grados de toxicidad en este material. Podriamos pensar que con mas tiempo de
oxidacion eliminariamos mayor cantidad de estas particulas, pero para finalidad de
este trabajo de investigacion, eso impediria la comparacion con la estructura una
vez que fue degradada por la mieloperoxidasa. Es por ello que el proceso de
oxidacion solo se hizo por tiempo minimo de 15minutos, reduciendo asi un poco la

toxicidad y logrando que los NTCs ahora tengan propiedades hidrofilicas.
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Figura 36. Imagen de microscopia de transmisién de electrones en la cual se aprecia con gran detalle
las capas de los NTC a distancias interplanares de 0.32nm, la estructura del material se aprecia

“sana” y sin imperfecciones. Claramente el bambu esta presente y sin dafios.

Figura 37. Debido a que fue muy poco tiempo el proceso de oxidacion, no todas las imperfecciones
fueron eliminadas, analizando estas particulas por EDS se determind que contenian Fe
principalmente, muy posiblemente estas aparecen en la sintesis debido a que una de las sustancias
precursoras para la sintesis de este material es ferroceno.
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Figura 38. Presentan longitudes aproximadamente de 28x15nm

Figura 39. NTCMCDN-o de la zona 1, laimagen presenta NTCMCDN-o con diametro aproximado
35nm.

El problema principal de este trabajo de investigacion es determinar bajo qué
condiciones la degradacion enzimatica es favorable. Con esta caracterizacion se
hard una comparacién estructural y morfoldgica para determinar si se logré o no

dafio estructural en las paredes o internamente.
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6.3.- Analisis de MWCNTS por caracterizacion RAMAN.

Se procedi6 a caracterizar por RAMAN, esta caracterizacion permite estudiar el
grado de defectos y de cristalinidad que tiene el material. En esta caracterizacion 2
bandas son de suma importancia en los analisis de MWCNTS.

La banda méas prominente G” (algunas veces llamada 2D) de la regién de segundo
orden se encuentra cerca de los 2660/2700cm ™1, es causada por el proceso de la
doble resonancia de fonones inelasticos difractados y es asi de intensa porque
corresponde a grafeno pristino. Esta banda es indicadora de ausencia de defectos en
el material ya que para su desdoblamiento es necesario que esté libre de defectos la
red donde difracta el material, ademas, ha sido observada en materiales grafiticos
de alta calidad [66]. Mientras que las lineas D y D" estan relacionadas con los
defectos, tienen diferentes origenes. En el caso de D+D” se produce cuando se altera
el apilamiento regular de capa de grafito debido a la presencia de un defecto;
mientras que D esta relacionada con desorden en el pardmetro de red o por los

efectos de tamafio de particulas finitas [66].

Varios investigadores hablan sobre la relacion de las bandas caracteristicas del
espectro Raman para los nanotubos de carbono dopados con nitrégeno, debido a
que esta espectroscopia ha sido usada para estudiar los defectos en los materiales
de carbon sp?[66].

En el afio 2008 Bulusheva et al. [74] encontraron que la banda G es sensible al
dopaje tipo n en el caso del nitrégeno. Este trabajo dice que el corrimiento de la
banda G” y la relacion IG’/IG estan vinculados con el efecto del nitrégeno en los
N-CNTs. Esto debido a que estas dos bandas, aungue tengan diferente origen,
ninguna de ellas esta directamente relacionada con los defectos estructurales. Esto
a su vez significa que su corrimiento puede ser atribuido al cambio de su
configuracion electrénica motivado por el dopaje de los nanotubos de pared simple

o multicapa [66].
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Figura 40. Gréficos de RAMAN de N-MWCNTSs sin tratamiento oxidativo, esto indica que tiene
alto grado de imperfecciones. Podemos observar que en la zona 1 para esta sintesis, los NTCs
presentan menor grado de defectos en comparacion con la zona 2 de la misma sintesis. La banda G
nos indica la cristalinidad de los NTCs, como ya se mencion6 anteriormente este tipo de material en
especial los multicapa no presentan altos niveles de cristalizacion ya que el acomodo de las capas no

es del todo simétrico.
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Figura 41. La misma muestra de las graficas anteriores pero ahora con tratamiento oxidativo con
4cidos a temperatura ambiente. Podemos observar que la zona 1 la banda D y G estén relativamente
al mismo nivel de intensidad. Es de suma importancia recordar que con el proceso de oxidacion
quimica se afiaden grupos carboxilos, lo cual nos hace deducir que la banda D tuvo crecimiento
como consecuencia de la funcionalizacion de estos grupos. En la zona 2 la banda D al igual que la

banda G tuvieron un ligero incremento.
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Figura 42. Gréaficos RAMAN de las sintesis de MWCNTs-p sin tratamiento oxidativo. Tomando en
cuenta las sintesis anteriores dopados con nitrdgeno la zona 1 tiene una banda D de menos intensidad
que la banda G, ese comportamiento se presenta de igual manera en esta sintesis de NTCs pristinos.
En la zona 2, la banda D se aprecia mas ancha pero con una intensidad menor, incluso en

comparacién con los CNTs dopados con atomos de nitrégeno.
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Figura 43. La muestra de MWCNTSs-p ahora con la funcionalizacién quimica con acidos, arroja en

ambas zonas banda D reducida en comparaciéon con la banda G. El cociente de dividir la intensidad

de la banda D entre la intensidad de la banda G, este nos arroja valores mucho menores que 1, esto
nos indica que los nanotubos de carbono analizados son de gran pureza.

6.4.- Andlisis de MWCNTS por caracterizacién de RAYOS X.

Otra de las caracterizaciones basicas de este nanomateriales es la de RAYOS X,

esta técnica nos sirve para determinar la composicion de la muestra analizada.
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La caracterizacion difraccion de rayos X por el método de polvos, se analizaron las
muestras correspondientes a los distintos segmentos de las diferentes sintesis

descritas anteriormente, (zona 1y 2).

DRX es una de las técnicas mas usadas para la determinacion de fases cristalinas
que pueden presentar los nanotubos de carbono. DRX es un método no destructivo
y una técnica eficaz para caracterizacion estructural de muestras. Para la obtencion
de los difractogramas se uso6 un Difractometro de Rayos X, SmartLab RIGAKU en
un barrido de 10° a 90° [41]. La difraccion de rayos X es uno de los fendémenos
fisicos que se producen al interaccionar un haz de rayos X, de una determinada
longitud de onda, con una sustancia cristalina. La difraccion de rayos X se basa en
la dispersion coherente del haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la
longitud de onda de la radiacion) y en la interferencia constructiva de las ondas que

estan en fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio [76].
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Figura 44. Caracterizacion RAYOS X de N-MWCNTSs zona 1y 2.
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Figura 45. Caracterizacion RAYOS X de N-MWCNTSs-o0x zona 1y 2.
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Figura 46. Caracterizacion por RAYOS X de MWCNT-p de las zona 1y 2.
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Figura 47. Carcaterizacion RAYOS X de MWCNTs-p de zona 1y 2.

6.5.- Andlisis de MWCNTS por técnica de TGA.

El andlisis termogravimétrico (TGA) se usa para caracterizar las propiedades fisicas
y quimicas de los materiales, en funcion de la temperatura en una atmdsfera
controlada de forma precisa. Este método proporciona informacion valiosa para el
control de calidad, el desarrollo y la investigacién. También el analisis de TGA nos
ayuda a determinar a qué temperaturas comienza a desintegrarse y no conserva las
propiedades de su naturaleza. Por lo general los NTCs comienzan a perder sus
propiedades bésicas y a desintegrarse a 500°C, es aqui donde observamos un

decrecimiento.
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Figura 48. Caracterizacion TGA de N-MWCNTSs zona 1y 2. La imagen de la izquierda es la zona 1,

la temperatura de descomposicién para esta tipo de material es de aproximadamente 550°C y la zona
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Figura 49. Caracterizacion TGA de N-MWCNTs-ox zona 1y 2. La imagen de la izquierda es la

zona 1, la temperatura de descomposicion para esta tipo de material es de aproximadamente 580°C y
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la zona 2 su decaimiento es 590°C.
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Figura 50. Caracterizacion TGA de MWCNTSs-p zona 1y 2. La imagen de la izquierda es la zona 1,
la temperatura de descomposicion para esta tipo de material es de aproximadamente 590°C y la zona
2 su decaimiento es 610°C.
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Figura 51. Caracterizacion TGA de MWCNTSs-p-ox zona 1y 2. La imagen de la izquierda es la zona
1, la temperatura de descomposicion para esta tipo de material es de aproximadamente 680°C y la

zona 2 su decaimiento es 630°C.

6.6.- Analisis de MWCNTSs por XPS.

Se ha reportado en la literatura que la toxicidad de los MWCNTS puede verse
reducida si estos se funcionalizan y/o dopan, para reducir un poco los niveles de
toxicidad se doparon con atomos de nitrégeno.

La investigacion elaborada por el M. en C. Roque Sénchez-Salas, muestra la

distribucion, cantidad y tipo de dopaje respectivamente a la zona del horno.
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Figura 52. Izquierda) porcentajes de las diferentes especies de enlace dentro de la
composicion quimica del N1s, derecha) porcentajes totales de las diferentes

especies de enlace en la composicion elemental del nitrogeno [66].
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Tomando en cuenta la distribucion de los tipos de dopaje, es que se tomaron las 2
zonas del tubo de cuarzo (sustrato) para los experimentos bioldgicos y asi
determinar qué tipo de dopaje es mas conveniente para una degradacion enzimatica
rapida y eficaz. La zona 1 presenta en su mayoria dopaje tipo piridinico mientras
que la zona 2 dopajes pirrolico.

Tenemos también altos porcentajes de dopaje quaternario, para el analisis tedrico

se analizaron los 3 casos.

La composicion quimica del nitrégeno 1s tipo piridinico ronda ~ 20 — 35 %, por
ello, las variaciones del contenido de este tipo de enlace rondan aproximadamente
el 40 % dependiendo de la posicion donde se encuentre la muestra. En las primeras
posiciones de las muestras tiene valores mayores, pero conforme se aleja en el
reactor disminuye la incorporacion depende de la posicion, ello concuerda con la
temperatura de pirdlisis de la bencilamina que ronda los 700 °C. Hacia el final del
horno, llegan moléculas en menos proporcién que no se hayan pirolizado y
depositado previamente. En contraste, la tendencia de la composicion quimica del
nitrégeno piridinico respecto a su total contribucidn en la composicién elemental
del nitrégeno dentro del sistema, se observa, que la proporcion difiere hasta ~ 3
veces mas y tiene comportamiento similar a la temperatura del horno, ademas de la
posicion, las temperaturas por encima de los 850 °C provocan que disminuya la

incorporacion de nitrogeno tipo piridinico dentro del reactor [66].

En el caso del nitrogeno pirrélico tiene una composicién quimica ~ 11 — 44 %, ésto
significa una variacion hasta de ~ 75 % dependiendo de la posicion de las muestras
a lo largo del reactor. En los primeros centimetros del reactor la proporcién tipo
pirrélico es menor, pero a medida gque se adentra tiende a incrementarse hasta llegar
a las Ultimas posiciones dentro del reactor donde se da la mayor proporcion;
ademas, cuando se compara la composicién quimica con respecto a la composicién
elemental del nitrégeno en las Gltimas posiciones al interior del reactor se nota una
tendencia a aumentar hasta ~ 5 veces dependiendo de la posicion, ello significa que
la proporcion de incorporacion de este tipo de dopaje depende directamente de la
posicion dentro del reactor, pues tiene la misma tendencia en composicion

elemental y quimica [66].
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Después encontramos el nitrégeno tipo cuaternario o sustitucional con composicion
quimica entre ~ 14 — 35 %, porcentaje que representa una variacion hasta en un ~
60 % dependiendo de la posicion de las muestras al interior del reactor. En los
primeros centimetros del reactor la proporcion de enlace tipo sustitucional es mayor
en comparacién con los Ultimos centimetros, en ellos la proporcion de
incorporacion es menor a excepcion de la posicion del centimetro 48, donde parece
que hay nuevamente un incremento de incorporacion de dopaje sustitucional.
Cuando se compara la porcion del nitrgeno sustitucional con respecto a la
contribucion de composicion elemental del nitrogeno, se observan variaciones
hasta ~ 3 veces mas en la incorporacion del dopaje sustitucional en las primeras
posiciones dentro del reactor, alli se encuentra la mayor proporcionalidad de
incorporacion con respecto a las Ultimas muestras contenidas al interior del reactor
[66].

Las muestras fueron almacenadas a vacio para evitar que estas se contaminaran con

residuos y/o polvo.

6.7.- Incubacion Enzimatica.

Una vez que las muestras se analizaron una por una, procedimos al incubacién
enzimatico y asi poder estudiar cual de estas muestras a diferentes niveles de
dopaje, oxidados y no oxidados, pristinos y con nitrégeno eran mas favorables para
la degradacion enzimatica.

Se hicieron dos repeticiones de este experimento para comprobar que no fuera la
degradacion por algln agente externo, si no meramente de la accion enzimatica.
Las 8 muestras de los MWCNTS se sonicaron por 1 hora en PBS (1:2) esto con la
finalidad de regular el pH del material, tener una mezcla homogenea y no provocar
alteraciones en la actividad enzimatica. Las muestras sin oxidacién no presentaron
dispersion en este medio, por lo tanto no son aptas para tal experimento, asi que

solo se trabajo con las 4 muestras que si tienen tratamiento oxidativo.
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Debido a que a simple vista las mezclas de MWCNTSs con PBS se observaban
altamente concentradas, se realiz6 otra dilucién 1:2 con PBS (Figura 53).

rh
-
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-

«

Figura 53. La imagen de la izquierda se observa la dispersién de los MWCNTSs pristinos y dopados
ambos con tratamiento oxidativo a una concentracion 1:2, la mezcla se observa altamente
concentrada por lo que decidimos hacer otra dilucién 1:2 lo cual resulta que la mezcla incubada con
la enzima presentaba una concentracion final de 1:4 en PBS.

Para que la enzima tenga las condiciones Optimas y tenga una mayor eficacia, en la
naturaleza como tal es necesario un complejo denominado “enzima-sustrato”, €s
decir, aquella mancuerna que por si sola no funciona. El sustrato es aquella
molécula bioldgica que mantiene activa a la enzima y provoca en ella una mejor
actividad. En el caso de las peroxidasas, la actividad base de ellas es la oxidacién
de diferentes agentes, por lo que el sustrato para ellas por lo general son los
perdxidos, de ahi su hombre. Para la mioloperoxidasa se implementa el peroxido
de hidrogeno a una concentracion de 80uM.

Es bien sabido que el perdxido de hidrogeno es implementado para diversas
actividades diarias, tefiirse el cabello por ejemplo, no es algo oculto que este a
grandes cantidades resulta toxico para los seres vivos, pero a concentraciones clave,
este resulta ser de gran relevancia en los humanos.

Debido a que la enzima se encontraba liofilizada esta se prepar6 a una
concentraciéon de 5U/ml de agua desionizada fria (2°C). La mieloperoxidasa (h-
MPQO) se preparé con la solucion de H,O, para formar el complejo antes
mencionado a 60x10U (1 Katal; 1U= u/mg o u/ml).

Las muestras se etiquetaron de la siguiente manera; recordemos que el experimento

se repitio dos veces, llamando a los experimentos como analisis 1 y analisis 2.
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MWCNTSs-p (0x) zona 1 MWCNTSs-p (0x) zona 2
1...hora0 1.1 ... hora O
2 ... 15 minutos 2.1 ... 15 minutos
3 ... 30 minutos 3.1 ... 30 minutos
4...1hora 4.1...1hora
5 ... 6 horas 5.1... 6 horas
N-MWCNTS (0x) zona 1 N-MWCNTS (0x) zona 2
1.2 ... hora 0 1.3 ... hora 0
2.2 ... 15 minutos 2.3 ... 15 minutos
3.2 ... 30 minutos 3.3 ... 30 minutos
4.2 ...1hora 4.3 ... 1hora
5.2... 6 horas 5.3 ... 6 horas

Tabla 6. Muestras analizadas y tiempos definidos para la interaccién enzimatica.

Y tres controles:
e Control 1: NTCs con PBS.
e Control 2: NTCs con H20:,
e Control 3: NTCs con h-MPO.

Las muestras fueron retiradas a los tiempos establecidos, se tomo como hora
maxima 6 horas, debido a que la mieloperoxidasa en la naturaleza es su tiempo de
vida maximo. Una ves transcurridos cada uno de los tiempos, se colocaron a bafio
mario de 100°C, esto para desnaturalizar a la enzima y parar su actividad enzimatica
en el tiempo requerido. Posteriormnete a esto, se dieron tres lavados con

isopropanol.

La reduccion de material fue significativa y obcervable a simple vista. De las cuatro
muestras incubadas con enzima, se aprecia mayor degradacion en aquellas dos
donde los nanotubos estan dopados con nitrogeno, en especial de la zona 1, donde

el dopaje es piridinico y a un tiempo de 6 horas (Figura 54).
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Figura 54. En la imagen se puede observar a simple vista que el eppendorf 1 (N-MWCNTSs-0x, zona
1) con menor cantidad de material en comparacion del eppenderf 4 (MWCNTs-p-0x zona 2).
Tambien se observa reduccién de material en los otros 2 eppendorf (Eppendorf 2; N-MWCNTs-0x,
zona 2 y Eppendorf 3; MWCNTSs-p-0x, zona 1).

Figura 55. Controles del incubamiento MWCNTSs y enzima. Control 1 es aquel que tiene una mezcla
entre MWCNTSs y PBS. Control 2, contiene MWCNTS y H202. Mientras que el Control 3, contiene
MWCNTSs y h-MPO.

Los N-MWCNTs zona 1 a 6 horas de interaccion enzimatica favorecio la
degradacion de estos, en las imagenes anteriores se aprecia a simple vista que el
nanomaterial con estas caracteristicas redujo su cantidad en masa
considerablemente. Es de suma importancia recordar que en esta zona (15-24cm)
se encuentra en el area central del horno uno y tomando en cuenta la caracterizacion
por XPS, esta zona tiene mayor concentracion de nitrégeno dopado con estructura

piridinica.
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6.8.- Andlisis de MWCNTSs-0x con incubacion enzimatica por Microscopia de
Barrido (SEM).

La caracterizacion SEM pos tratamiento enzimatico solo se implementd a aquellas
muestras en las cuales se observd mayor degradacion enzimatica y/o reduccion
considerable en cantidad de masa, N-MWCNTSs zona 1 a diferentes tiempos: 15y
30 minutos y por ultimo 6 horas. A esta muestra pos tratamiento enzimatico la
llamaremos residuos pos tratamiento enzimatico.

Las imagenes muestras estructuras que, en comparacion con los NTCs se aprecian

de gran tamafio. Estas particulas tienen altos niveles de KCI (cloruro de potasio).

Figura 56. Imégenes de caracterizacion SEM de N-MWCNTS zona 1 a 15 minutos de tratamiento
enzimético. Se observa en la imagen de la izquierda una masa de aproximadamente 300um, es una

masa de material biol6gico que provoco un conglomerado de NTCs.

Figura 57. A 30 minutos de interaccion enzimatica, estos son los residucs pos tratamiento

enzimatico. En la imagen de la izquierda se observan 2 particulas de KCI. En la imagen de la
derecha los cubos que se observan son las particulas ya mencionadas.
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Las particulas presente se caracterizaron por EDS (Figura 58) para determinar su
composicion.

Se observa que el principal compuesto de estas, es el Cloruro de Potasio (KCI) y
una aleacion de Na y K (NaK) estos compuestos podria desarrollarse de la
interaccion enzimatica. Es bien conocido que moléculas bioldgicas tienen como
componente principales Calcio, Cloro, Sodio, Potasio, Hierro, Hidrogeno, Carbono,

Nitrdgeno entre otros.

Figura 58. Imagenes de Microscopia SEM de residuos pos tratamiento enzimético a 6 horas de
interaccion. Se observa una masa que conglomera a los residuocs, mientras en las iméagenes siguientes
también se observa la presencia de las particulas de KCI y NaK. Estas particulas, a simple vista se

aprecian que estan embebidas en la masa al igual que los residuos.

ak

Figura 59. EDS de las particulas que se encuentran en la masa formando conglomerados con los

residuos pos tratamiento enzimatico. Los principales compuestos de estas particulas son NaK y KCI.
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6.9.- Andlisis de MWCNTSs-0x con incubacion enzimatica por Microscopia de
Transmision de electrones (TEM).

Los didmetros de los residuos pos tratamiento enzimatico se redujeron de manera
considerable, tenemos didametros de 15-30nm, en comparacion con los N-
MWCNTSs zona 1 que tenian diametros de 80-90nm.

La morfologia de los residuos se ve alterada, las capas de los MWCNTS ya no son
apreciables, el bambu (hueco interior) desaparecio en su mayoria.

Por lo tanto la enzima h-MPO favorece el desgaste morfoldgico y degradacion de
capas grafiticas de los MWCNTSs.

Las imagenes obtenidas con caracterizacion de trasmision de electrones, podemos
apreciar la estructura desgastada de los residuos, estos a su vez son muy volatiles y

ligeros.

220 nm

Figura 60. Imagenes de TEM de los residuos pos tratamiento enzimético a un tiempo de 0 horas. La
aparicion de particulas de KCI ya se hace presente, lo cual podria indicar que la degradacion
comenzaba a originarse o que la interaccion enzima-N-MWCNTSs en inmediata. La imagen de la
derecha muestra residuos pos tratamiento enzimatico aun con estructura de N-MWCNTS y hueco
tipo bambd. Los diametros ain no se ven reducidos.
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Figura 61. Imagenes TEM, de residuos pos tratamiento enzimatico a 1 hora de interaccion. En
ambas imagenes se aprecia la deformacion morfolégica y estructural de nanomateriales. Las capas se
aprecian dafiadas y con didmetros claramente reducidos (15-20nm), zonas comprimidas y el hueco
tipo bambU desaparecido en su mayoria.

Figura 62. Imagenes TEM de residuos pos tratamiento enzimatico a 6 horas de interaccién. Se
aprecia los diametros reducidos (10-15nm), capas grafiticas totalmente desalineadas, no se aprecie el
hueco tipo bambu. Podemos observar morfologia total mente dafiada.
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6.10.- Anéalisis de MWCNTSs-ox con incubacion enziméatica por RAMAN.

El espectro RAMAN nos arroja un estimado de los niveles de defectos y
cristalizacion que tiene la muestra. Las muestras pos tratamiento enzimatico arrojan
la banda D con mayor intensidad en comparacion con el espectro pre tratamiento
enzimatico, mientras que la banda G disminuye su intensidad. Esto nos indica que
los defectos aumentaron y la cristalinidad del material disminuyo, esto podria

deberse a que la enzima rompe enlaces y destruye paredes grafiticas.

N-MWCNTs-0x N-MWCNTSs-0x
1200 4 Zona 1 Zona 1
h-MPO, 6 horas 6000 h-MPO, 0 hora
ID/IG=0." ID/IG= 0.
1000 o Banda G 1G=0.90 NG=0.80
y=1026 5000 -

800
4000 4
600 4
30004
400 4

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

2000
200 4

1000 4

T T T T T T T T J 0 T T T T T T T J
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RAMAN shift (cm-1) RAMAN shift (cm-1)

Figura 63. El espectro RAMAN de las muestras N-MWCNTs-ox presenta banda D con alta
intensidad después de 6 horas (imagen de la izquierda) de incubacién enzimatica, arrojando un
cociente de ID/IG=0.90, lo cual indica que este material tiene altos grados de defectos e
imperfecciones. Mientras que en comparacion con la hora 0 de incubacion enzimética, el cociente
queda de 0.80 (imagen de la derecha), menor a la hora 6, pero no es un valor aceptable para decir que
el material este sin defectos, este valor es alto. Podemos observar entre las dos bandas (D y G) la
diferencia de intensidades es minima.

6.11.- Ensayo Citotoxico.

Entre los métodos que mas se utilizan para evaluar la viabilidad celular destacan
técnicas que permiten identificar las alteraciones de la membrana celular por medio
de tincién (MTT) y del estado metabdlico de las células. El tinte implementado para
este ensayo es el Azul de Tripano, las células son impermeables a este siempre y
cuando no tengan alteraciones. Cuando las células se encuentran expuestas a estrés

0 incluso agentes externos que alteren la membrana celular, la membrana cambia
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sus propiedades y se vuelve permeable a este tinte. Cuando observamos en el
microscopio dptico células tefiidas de azul es indicativo de muerte celular.

Las células mononucleares son células del sistema inmune, este es el encargado de
responder a agentes externos y estrés del cuerpo humano. Esta actividad es
proporcionada ya que dentro de las células se encuentran enzimas encargadas de
esta respuesta y una de las mas importantes es la h-MPO. Por tal motivo se eligi6
este tipo de células, ya que contienen la enzima con la cual se realiza esta
investigacion y determinar si su actividad persiste en condiciones in-vitro.

Para el ensayo citotoxico primeramente realizamos la extraccion de células
mononucleares de sangre humana, (véase protocolo en el Capitulo 5: Metodologia
Experimental). La muestra que se implemento para el incubacion con las células
mononucleares, fue aquella que presento mayor degradacion enzimatica (N-
MWCNTSs-ox zona 1).

LJL]rn

Figura 64. En la imagen de la izquierda se observa células mononucleares sanas dando un total de
6,625,000 células /ml. La imagen del centro (0.6 um/ml) y la de la derecha (6 pm/ml) fueron
tomadas transcurridas 6 horas de interaccion N-MWCNTs-ox zona 1 con células mononucleares.

Las células sanguineas extraidas al ser contabilizadas arrojaron una cantidad de 6,
625, 000 células /ml de medio. Las células fueron incubadas para analizar la
interaccion de ellas con los NTCs. La primera interaccion analizada fue a la hora 6
a diferentes concentraciones (0.6pg/ml y 6um/ml) y el segundo analisis se
contabilizo a 24 horas de interaccidn, igual a las condiciones ya mencionadas
(Tabla 7).

A simple vista, se puede determinar que este material resulta ser toxico a células
mononucleares ya que se observa claramente una disminucion en la cantidad de

células. En ambas imagenes pos ensayo citotoxico se aprecia conglomeraciones
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celulares e incluso manchas negras, esto podria deberse a la internalizacion de los
MWCNTSs.

Figura 65. En la imagen de la izquierda se observa células mononucleares sanas dando un total de
6,625,000 células /ml. La imagen del centro (0.6 um/ml) y la de la derecha (6 um/ml) fueron
tomadas transcurridas 24 horas de interaccion N-MWCNTs-ox zona 1 con células mononucleares.

Se observa una disminucién sumamente alta como se registra en la tabla 7 de conteo.

Concentracion 6 horas 24 horas
Vs
Tiempo
0.6um/ml e 600, 000 cell/ml vivas e 150, 000 cell/ml vivas.
e 300, 000 cell/ml muertas e 400, 000 cell/ml muertas.
sum/mi e 400, 000 cell/ml vivas e 0 cell/ml vivas
e 225,000 cell/ml muertas e 125,000 cell/ml muertas.
Control e 3,625,000 cell/ml vivas e 775,000 cell/ml vivas
e 850, 000 cell/ml muertas e 375,000 cell/ml muertas.

Tabla 7. Conteo celular a las concentraciones y tiempos establecidos.
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Figura 66. Graficas de la viabilidad celular. A las 24 horas de interaccidn celular con los N-
MWCNTSs es donde se aprecia incremento de células muertas. Las células al tener mayor tiempo de
exposicion con el nanomaterial presentan niveles de estrés altos e incluso la muerte. Tomando en
cuenta las concentraciones analizadas a la hora 24, la concentracion de 6um/ml no se pudieron
observar células vivas. Podemos concluir que la concentracion de NTCs y el tiempo de interaccion
con las células, son factores importantes en la citotoxicidad.
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6.12.- Estudio Tedrico (Quantum Espresso).

Para comprender el mecanismo de degradacion enzimatica de los N-MWCNTSs y
MWCNTSs se estudiaron diversos escenarios. La enzima al comenzar su actividad
degradativa desprende 2 moléculas reactivas oxidativas: CIO" y HCIO. Estas son
las encargadas de la degradacién por medio de la mieloperoxidasa.

A continuacion se presentaran diversos escenarios sobre una posible explicacion
del mecanismo de degradacion enzimatica a los MWCNTSs.

Estudiamos los MWCNTSs son diferentes tipos de dopaje: piridinico, pirrolico y

quaternario (Figura 67).

Nanotubo de carbono Nanotubo de carbono
pristino dopado con nitrégeno piridinico.

8

C) Nanotubo de carbono
dopado con nitrégeno pirrolico . dopado con nitrégeno quaternario.

Nanotubo de carbono

Figura 68. Los cambios en la densidad de cargas que adoptan los NTCs cuando estos son dopados
se muestran en la imagen, a) NTCs son dopaje (pristino) no presenta cambio en la densidad de carga,
b) NTCs con dopaje quaternario si hay alteraciones en la carga del sistema, se muestra de color

rojizo la zona del dopaje con carga negativa, c) NTCs dopados con nitrogeno piridinico, la zona
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rojiza muestra carga negativa esta, a simple vista se observa mas pequefia en comparacion del dopaje
quaternario y d) NTCs con nitrégeno pirrolico la zona con cambio de carga (negativa) es de menor
dimensién que los 2 dopajes anteriores.

Cuando los MWCNTS son dopados la densidad de carga en el area donde esta el
dopaje se ve alterada. Es decir, presenta cargas negativas y resulta ser asi con mayor
capacidad de atraccion para &tomos externos y/o moléculas.

La interaccion de las moléculas activas con la superficie de los NTCs se muestra en
las siguientes figuras. Las especies reactivas (HCIO y CIO") se estudiaron con
interaccion molecular e interaccion disociativa. En la figura 69 se muestra la
interaccion molecular de las especies, no se aprecia alguna deformacion estructural
en los NTCs, mientras que la interaccion disociativa, provoca deformaciones en los

diametros de los NTCs.

Figura 69. Interaccion entre las especies reactivas acido hipocloroso (HCIO) y el ion hipoclorito o
también llamado monoxoclorato (CIO") con la superficie de los NTCs. La especie reactiva que mejor
se ancla a la estructura del NTCs es la CIO™ ya que cuando el acido hipocloroso entra en contacto
este se desprende ya que sus enlaces con los &tomos de carbono y/o nitrégeno son demasiado
débiles, el a&tomo de Oxigeno no se encuentra libre si no que forma enlace con el Hidrogeno lo que
no favorece en anclaje con la nanoestructura. En laimagen de la izquierda la interaccion de estas
especies reactivas es tipo molecular y en la imagen de la derecha se dice que es disociativa.
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Figura 70. La especie reactiva con los estudios tedricos moleculares que arroja ser la responsable del
rompimiento de los enlaces, CIO- se estudié en diferentes escenarios. En la primera interaccion a) los
nanotubos de carbono con dopaje piridinico interactdian con una sola molécula de monoxoclorato y
no se apreci6 dafio aparente en la estructura del mismo, b) se colocan 2 especies reactivas de
monoxoclorato en la superficie del NTC con dopaje piridinico y con similitud en la primera
interaccion, no presenta dafio, ¢) 3 moléculas de CIO- y no hay dafio aparente estructural y d) se
colocan 6 especies de CIO- las cuales no provocan alteraciones estructurales ni rompimiento de
enlaces, pero se observa un comportamiento peculiar al interactuar de manera molecular entre ellas,
otra nueva especie surge denominada perdxido de cloro.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se colocaron en la superficie del
material 2 especies reactivas monoxoclorato juntas, en ambos extremos y separadas
en la misma area, no se observaron deformaciones en la estructura por lo cual
pudimos concluir que si esta especie permanece de manera molecular no altera la
estructura del nanomaterial. Por lo que procedimos a colocar CIO™ de manera
disociativa y observar el comportamiento de esta (Figura 71).
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€= -1877.821329Ry

€= -1877.870943Ry

Figura 71. Interaccién molecular de 2 especies reactivas de CIO-. a) Interaccion de 2CIO- juntos
cerca de una zona con dopaje piridinico, presenta energia con valores de -1877.870949Ry, b) 2
monoxocloratos ambos en extremos de la zona de dopaje con nitrégeno tipo piridinico, no presenta
alteraciones estructurales, esta interaccion tiene una energia de -18877.843164Ry, c) en la
interaccion donde los 2 monocloratos estan separados de igual manera no hay deformacién
estructural. Esto nos permite concluir que mientras las especies reactivas permanezcan de manera
molecular no permitira rompiendo de enlaces ni deformaciones estructurales. En la imagen d) las
especies fueron estudiadas de manera disociativa y como se observa, si hay rompimiento de enlaces
y deformacion del didametro de los NTCs, no es del todo circular si no que presenta una especie de
elipse.

Con estos estudios de las interacciones de esta especie reactiva con la estructura

nanometrica llegamos a la conclusion que el CIO™ favorece el rompimiento de

enlaces y deformaciones estructurales en los NTC de manera disociativa.

}

Figura 72. N-MWCNTSs con dopaje tipo pirrolico. Se muestra una comparacion de las 2
interacciones (molecular y disociativa) de la especie reactiva del monoxoclorato, la imagen de la
izquierda 2 moléculas interaccionan molecularmente y no hay alguna deformacion, en comparacion
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con el comportamiento disociativo de las 2 mismas especies reactivas favorece el rompimiento de
enlaces C-C y deformacion estructural.

La interaccion disociada de 2 o mas moléculas reactivas de monoxoclorato
favorecen el rompimiento de enlaces C-C y la deformacion estructural del material.
Al interaccionar mas de 2 moléculas de monoxoclorato y de manera disociada, la
deformacion estructural del nanomaterial y el rompimiento de enlaces C-C se ve
favorecida (Figura 73). En la imagen se observa el rompimiento tipo ziper,
llamamos ziper al proceso de rompimiento de los enlaces que provoca la interaccion
de 2 0 mas monoxocloratos disociados. EI diametro de los N-NTCs se deforma y
forma una elipse. Este comportamiento podria ser una explicacion de como actla

la enzima y sus especies reactivas en este nanomaterial.

Figura 73. Interaccion de especies reactivas 4ClO- disocados en la superficie de NTCs dopados

piridinicamente con nitrdgeno.

Figura 74. NTCs dopado con nitrégeno quaternario en interaccion con 2 moléculas reactivas de
ClO. La imagen de la izquierda se observa la interaccion de manera molecular de esta especie sin
presentar alguna deformacion o alteracion en la estructura, en comparacion con la imagen de la
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derecha, la misma especie pero de manera disociativa el rompimiento de enlaces y la deformacion

del diametro se ven favorecidas.

El comportamiento ziper solo se presenta en NTCs con dopaje, ya que el dopaje
favorece el cambio en la densidad de cargas como ya se menciond al principio de
esta seccion y ejerce una fuerza de atraccion por diferencia de cargas ante las
especies reactivas.

Se analiz6 las mismas interacciones con NTCs sin dopaje (pristinos) y no presento

ningun tipo de deformacion estructural ni rompimiento de los enlaces.

Figura 75. Es de suma importancia que la superficie del NTCs presente diferencia de carga otorgada

por el dopaje, en este caso con nitrdgeno para que las moléculas reactivas rompan enlaces C-C.

Las interacciones analizadas previamente, todas ellas fueron con nanotubos de
carbono de una sola capa dopados con nitrogeno (piridinico, pirrolico y
quaternario), para estudiar un sistema con mayor aproximacion a los experimentos
mencionados en este trabajo de investigacion, se realizaron calculos tedricos de las
interacciones moleculares y disociadas de la especie reactiva CIO™ (monoxoclorato)
con las capas de nanotubos de carbono multicapa dopados con nitrégeno
(piridinico, pirrolico y gquaternario).

En estas interacciones, tuvimos resultados semejantes a los anteriores, una vez que
el monoxoclorato disociado favorece el rompimiento de enlaces C-C, estas
moléculas se internalizan a las capas profundas, provocando rompimiento de enlace

y asi consecutivamente hasta lograr el rompimiento de la nanoestructura.
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Figura 76. N-MWCNTSs con dopaje piridinico, en la imagen de la izquierda se observa la interaccion
molecular del monoxoclorato, no existe deformacién de diametro ni rompimiento de enlaces
covalentes del carbono. La imagen central, muestra interaccion disociada de la misma especie
reactiva y en comparacion con la interaccion molecular, en esta si hay deformacién de diametro y
rompimiento de los enlaces de la capa mas superficial de MWCNTS, lo cual tiene como
consecuencia, que los monoxocloratos se internalicen provocando rompimiento de enlaces es sus
capas interiores y por Gltimo la imagen de la derecha presenta un escenario donde hay interaccion
disociativa y provoca desprendimiento de atomos de cloro.

Figura 77. Los modelos anteriores nos indican que la interaccion disociativa de la especie reactiva
CIlO- favorece la degradacion y rompimiento de enlaces C-C, provoca orificios en las capas lo cual
permite que los monoxocloratos se internalicen abriendo paso y seguir con el proceso de
rompimiento de enlaces. Esto es posible apreciarlo en comparacion con los cortes transversales de la
imagen de la izquierda y la derecha. En la imagen de la izquierda el diametro interno al tener
interaccion molecular no presenta deformacion y la imagen de la derecha, el didmetro interno al
presentar interaccion disociativa el didmetro si presenta deformacion.
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De la figura anterior, podemos concluir que el escenario posible de la imagen de la
derecha podria darnos la respuesta del porque cuando los residuos pos tratamiento
enzimatico fueron caracterizados con microscopia de barrido y de transmision se
apreciaron particulas de NaK y KCI. Altos niveles de Cl podria ser la explicacion.
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Capitulo 7

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los Nanotubos de carbono multicapa dopados con nitrégeno, podrian dar origen a
terapias alternativas y/o hibridas para diferentes enfermedades, incluyendo el
cancer. Se ha reportado en la literatura que estos son capaces de atravesar la

membrana celular sin provocar alteraciones estructurales ni deformaciones.

Una vez que el material se internalizo en la célula, este puede ser excretado por 2
procesos: exocitosis y degradacion enzimatica. EI proceso de exocitosis no resulta
del todo eficaz, debido a que este consiste en expulsar los NTCs tal cual como
entraron, esto implica que al momento de salir de una célula podria internalizarse

en otro sin problemas.

Por tal motivo nos enfocamos en estudiar el proceso de degradacién enzimatica de
los NTCs por medio de la enzima Mieloperoxidasa (h-MPO), esta célula es extraida
de células mononucleares como monaocitos y neutréfilos. Estas peroxidasas tienen

un tiempo de vida aproximado de 6 horas en condiciones 6ptimas.

Para demostrar la degradacion de la enzima, las muestras tratadas se caracterizaron
por microscopia TEM y SEM vy caracterizacion RAMAN. Esto para lograr una
comparacion pre y pos a los tratamientos enzimaticos. De igual manera para
estudiar el método de degradacion, se realizaron calculos tedricos en el software
Quantum Espresso, con este estudiamos un posible proceso de actividad enzimatica

sobre la nanoestructura.

En ambas cuestiones, experimental y tedricamente, los resultados fueron altamente
satisfactorias y coinciden en su totalidad. EI material que resulto con mayor
degradacion o desgaste estructural fue aquellos nanotubos de carbono dopados con

nitrégeno piridinico (zona 1) con tratamientos oxidativos.
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Figura 78. A simple vista se observa que el nanomaterial con las caracteristicas de: dopado con

nitrdgeno tipo piridinico, multicapa, tratamiento oxidativo a un tiempo de interaccion enzimética de

6 horas, resulto mas eficaz para su degradacion.

Figura 78. Caracterizacion SEM. Con esta caracterizacion no se aprecia un desgaste o degradacion
especifica ni localizada, pero es importante debido a que en comparacion con el material previo al
tratamiento degradativo, se observan particulas embebidas en una masa biol6gica que al igual
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contiene a los NTCs. Estas particulas al caracterizar con EDS, arrojan que son basicamente de NaK'y
KClI, esto coincide con los calculos analizados en Quantum Espresso, debido que al interactuar las
especies reactivas de la enzima y al romper enlaces C-C, hay desprendimiento de atomos de Cl, lo
cual seria una posible respuesta a la aparicion de estas nuevas particulas.
No es propio como tal adjudicarle que el desorden observado en las imagenes SEM pos al
tratamiento enzimatico sea consecuencia de esta, pero si se observa claramente N-MWCNTs-0x

zona 1 altamente desordenados.

ax

ik

AN

Figura 79. Particula arrojada después del tratamiento enzimatico. El andlisis por EDS arroja que
tiene NaK y KCI.

Para obtener detalles sobre la degradacién enzimatica, las muestras se
caracterizaron por microscopia TEM, la cual nos ayud6 a observar a detalle el

desgaste estructural que provoco la enzima en los N-MWCNTs-ox zona 1.

Figura 80. Caracterizacion TEM de N-MWCNTSs previos al tratamiento enzimatico, se observan las
multicapas en perfectas condiciones, diametros de 80-90nm. Y no presentan deformaciones en la

superficie ni en su interior.
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Figura 81. Caracterizacion TEM. En comparacion con la figura 80, el material pos tratamiento
enzimatico. Se observan didmetros reducidos de aproximadamente 15-20nm, la zona tipo bambu no
se aprecia en su totalidad, la superficie se ve deformada y en zonas altamente reducida.

La caracterizacion RAMAN nos permite analizar el grado de defectos que presenta
el material, se espera una vez observando las imagenes TEM, que los analisis por
RAMAN estén altamente llenos de defectos y el coeficiente de interaccion de la
intensidad de la banda D con la banda G arroje valores altos, esto indica que nuestro
nuevo material pos tratamiento enzimatico presente mas defectos que el previo al
tratamiento.

N-MWCNTSs ox| N-MWCNTs-0x
Zona 15-24cm 1200 4 Zona 1

io1G= 0.9 loresos0

2500

1000 4
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20004 Banda D
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15004 600

1000 4009
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Figura 82. Caracterizacion RAMAN pre y pos tratamiento enzimatico. Se observa la aparicion de la

banda 2D la cual nos indica que en la muestra existen materiales de pocas capas. Esto nos hace
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indagar que los N-MWCNTSs-0x zona 1 presentaron desgaste en las capas, perdiendo varias de ellas
lo cual ahora tenemos NTCs con pocas capas en comparacion.

N-MWCNTSs-ox
1200 Zona 1

h-MPO, 6 horas
1000 o Banda G ID/1G=0.90

800

600 -

Intensidad (u.a.)

400

T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

RAMAN shift (cm-1)

Figura 83. Comparacién de Caracterizacién por TEM y RAMAN. Estas a su vez coinciden ya que el
nanomaterial presenta mas deformidades. La banda 2D aparece. Y las bandas estan a una diferencia

de intensidades menor que antes del tratamiento enzimatico.

Los estudios experimentales coinciden es su mayoria con los estudios tedricos. Hay
liberacién de cloro y estrés en la superficie, deformando diametros, rompiendo
enlaces C-C en la superficie lo cual abre orificios permitiendo asi la internalizacion
de mas especies reactivas a las capas siguientes y asi provocar una reaccién en
cadena entre las capas.

Figura 84. Estudios tedricos de la interaccion de la especie reactiva de monoxoclorato, en la cual se

observa desprendimiento de &tomos de cloro y el efecto zipper como rompimiento de enlaces. La
internalizacion de méas CIO" al provocar orificios entre las capas grafiticas. Deformacion en los

didmetros y todo esto provocado en condiciones ya mencionadas de los N-MWCNTS-0z zona 1.
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El proceso de degradacion que mejor se adapta es que las especies reactivas de
monoxoclorato interactien con la superficie del material de manera disociativa,
esto favorece el rompimiento de enlaces covalentes C-C. El nanomaterial si no
presenta dopaje no provoca interaccion con estas especies, lo cual nos indica que
para mayor degradacion los NTC tiene que tener diferencias en la densidad de
cargas otorgada por el dopaje, en este caso de degradacion, piridinico.

Tomando en cuenta todas estas caracteristicas, llamamos al proceso de degradacién
“Zipper”, ya que el comportamiento de rompimiento de enlaces es favorecido en

este sentido “tipo zipper”.
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