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Resumen 
 

Evaluación de la biocompatibilidad de nanotubos de carbono con 

fibroblastos de ratón NIH-3T3 

 

Los nanotubos de carbono son cilindros huecos de grafeno cuyas dimensiones 

son de nanoescala. Dadas sus peculiares características químicas, físicas, 

eléctricas y térmicas se han buscado sus posibles aplicaciones en la industria y 

biomedicina. En este último campo, las investigaciones de respuesta celular a 

nanotubos de carbono puros (MWCNT) o funcionalizados han sido extensas y a la 

vez inconsistentes y contradictorias. Se ha propuesto que los nanotubos dopados 

con nitrógenos (CNx) presentan mejor biocompatibilidad celular que los puros o 

funcionalizados. En esta investigación se evaluó el efecto de MWCNT y CNx sobre 

fibroblastos de ratón usando distintas concentraciones de los nanomateriales y 

diferentes ensayos de exposición. Los resultados obtenidos mostraron que los 

CNx se dispersan mejor que los MWCNT en medio de cultivo, agua destilada y 

etanol. También se encontró que la respuesta celular depende de la concentración 

de nanotubos y del ensayo de exposición, siendo los CNx los que mayor 

biocompatibilidad tienen con los fibroblastos. En general, los resultados muestran 

que los CNx son menos tóxicos que los MWCNT. 

 

 
PALABRAS CLAVE: Nanotubos de carbono; nanotubos de carbono N-dopados; 
dispersión; biocompatibilidad; fibroblastos. 
 
 



 xii 

Abstract 
 

Evaluation of carbon nanotubes biocompatibility with NIH-3T3 mouse 

fibroblasts 

 

Carbon nanotubes (CNTs) are graphitic sheets grown as hollow cylinders with 

diameters on the order of only few nanometers (2 to 200 nm) and the lengths 

ranging from hundred of nanometers to micrometers. Due to their unique chemical, 

physical, electrical and thermal properties there has been much interest to find 

applications in industrial and biomedical fields. In the latter field, researches of 

cellular response to either non-functionalized or functionalized multi-walled carbon 

nanotubes (MWCNT) have been extensive. The chemical doping with nitrogen of 

CNTs (CNx) has been suggested to have positive effects on cellular 

biocompatibility than MWCNT. In this study, we evaluated the effects of MWCNT 

and CNx on mouse fibroblast cells (NIH-3T3) using different concentrations and 

exposed assays. Results showed that CNx was better dispersed than MWCNT in 

culture medium, ethanol and water. We found that cell toxicity is concentration 

dependent and the exposed assay influences on biocompatibility of CNTs. In 

general, our results suggested that CNx are less toxic than MWCNT. 

 
 
KEY WORDS: Carbon nanotubes; N-doped carbon nanotubes; dispersion; 
biocompatibility; fibroblasts. 
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1. Introducción  

 

Un gran número de nanomateriales han sido desarrollados para diversas 

aplicaciones en campos industriales, eléctricos, agrícolas, farmacéuticos y 

médicos (Sohaebuddin et al. 2010). Debido a sus características físicas, químicas 

y eléctricas, desde su descubrimiento en 1991(Iijima 1991) y hasta la fecha, los 

nanotubos de carbono (CNTs) han tomado gran interés en biomedicina para la 

regeneración de los tejidos empleados como andamios, la liberación de fármacos 

y el diagnóstico médico (Ferreira et al. 2008). 

Los CNTs están formados por una, dos o más capas de cilindros de grafeno (capa 

individual de grafito) huecos arreglados concéntricamente. Tienen una longitud de 

nanómetros a milímetros micrómetros (2 nm hasta 10 mm) y un diámetro de 0.4 a 

2 nm para los nanotubos de pared simple (SWCNT) y de 2 a 200 nm para los 

MWCNT (Cui et al. 2010, Iijima 1991, Zhao et al. 2011). Debido a que los CNTs 

tienen una forma similar al asbesto, a sus características físico-químicas y a su 

producción a gran escala, se han intensificado las investigaciones sobre su 

toxicidad y el posible riesgo a la salud humana que representa la exposición a 

estos nanomateriales (Haniu et al. 2011, Kunzmann et al. 2011, Sohaebuddin et 

al. 2010, Wang et al. 2012).   

Aunque, a la fecha, no han asociado enfermedades humanas a la exposición con 

CNTs (Wang et al. 2012), varios ensayos biológicos han demostrado que pueden 

ser tóxicos tanto para las células animales, órganos y organismos completos 

generando estrés oxidativo, alteraciones en la estructura de la actina, 

genotoxicidad, inflamación, fibrosis y granulomas (Carrero-Sanchez et al. 2006, 

Cui et al. 2010, Holt et al. 2010, Kunzmann et al. 2011, Liu et al. 2010, Nam et al. 

2011, Pacurari et al. 2012, Wang et al. 2012), lo cual se traduce en riegos para las 

aplicaciones biomédicas.  

Por otro lado, la modificación química de los CNTs mediante a) adición de grupos 

funcionales en su superficie (funcionalización) o b) sustitución de carbonos por 

boro o nitrógeno en las hojas de grafeno de las paredes de los nanotubos de 
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carbono (dopaje), ha mostrado tener efectos positivos en las propiedades 

estructurales y biocompatibilidad de los MWCNT para su uso en biomedicina 

(Carrero-Sanchez et al. 2006, Zhao et al. 2011).  

La respuesta celular (biocompatibilidad/toxicidad) a CNTs depende de diversos 

factores como el método de síntesis, tamaño, pureza, tipo de nanotubos; el grado 

de dispersión/aglomeración, el dispersante usado, la concentración de CNTs, el 

tiempo de exposición y tipo celular (Carrero-Sanchez et al. 2006, Cui et al. 2010, 

Haniu et al. 2011, Sohaebuddin et al. 2010).  

Se han seguido distintas estrategias para evaluar el efecto de los CNTs sobre 

células de mamíferos. El MTT [bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio)] (Liu et al. 2010, Nayak et al. 2010, Yuan et al. 2011) y el 

AlamarBlue assay (Haniu et al. 2011, Mooney et al. 2008) son empleados para 

determinar la proliferación celular; no obstante, se ha reportado que estos 

colorantes interactúan con los CNTs resultado en datos erróneos de viabilidad 

(Ciofani et al. 2010, Cui et al. 2010, Qi et al. 2011, Worle-Knirsch et al. 2006). Por 

otro lado, el ensayo de azul de tripano (Bottini et al. 2006, Zhao et al. 2011) o el 

uso del colorante MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-

sulfofenil)-2H-tetrazolio] (Meng et al. 2009, Sohaebuddin et al. 2010) han mostrado 

ser una opción idónea para la determinación de la viabilidad celular.   

Recientemente se ha propuesto un método basado en proteómica para evaluar la 

seguridad de los CNTs (Haniu et al. 2010). El análisis de proteoma se usa para 

establecer las funciones celulares en respuesta a varios estímulos externos y la 

variación en los niveles de expresión de proteína reflejan la respuesta biológica. 

Pese a las posibles aplicaciones biomédicas de los nanotubos de carbono 

dopados con nitrógeno (CNx), son escasos los reportes referentes a su 

biocompatibilidad con células de mamíferos para su uso en ingeniería de tejidos y 

medicina regenerativa. Hasta la fecha no existen estudios que evalúen el efecto 

que tienen los CNx con células animales a nivel de proteoma; por consiguiente, es 

de gran importancia determinar de manera cuantitativa los cambios en el perfil 

proteómico de la células en respuesta al estímulo de los MWCNT y CNx, esto 
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permitiría tener un entendimiento fundamental sobre la interacción entre estos 

nanomateriales y las células de mamíferos. 

En este trabajo, los CNx y MWCNT fueron dispersados en agua, etanol y medio de 

cultivo. Cada una de estas soluciones de nanotubos se incubó en distintos tiempos 

con fibroblastos de ratón NIH-3T3 y se evaluó el efecto que tienen estos CNTs 

sobre la proliferación y morfología celular. También se estandarizó la técnica de 

electroforesis en dos dimensiones (2D) para el análisis del perfil proteómico de 

fibroblastos expuestos a CNx y MWCNT.  
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2. Materiales y métodos 

 

2.1. Síntesis y dispersión de nanotubos 

 

Los CNx y MWCNT fueron gentilmente donados por el Dr. Fernando J. Rodríguez 

Macías del Instituto Potosino de Investigación Científica y Tecnología (IPICYT). 

Los nanotubos se produjeron por el método de deposición química de vapor 

(Kamalakaran et al. 2000) utilizando 2.5% (p/v) de ferroceno en tolueno (o 

bencilamina para los CNx) en un nebulizador ultrasónico. El aerosol fue llevado por 

un flujo de 2.5 L/min de argón en un horno de tubo de cuarzo a temperatura 

constante de 800 ºC (850 ºC para CNx), durante 30 min. Los nanotubos se 

purificaron por dispersión de los mismos usando pulsos de sonicación en agua 

bajo reflujo, seguidos por reflujo en HCl 6 M y microfiltración. 

Los CNx y MWCNT (1 mg/mL) se dispersaron en 1) medio de cultivo [Iscove`s 

Modified Dulbecco`s Medium (IMDM) (SIGMA) pH 7.2 suplementado con suero 

fetal bovino 10% (GIBCO), penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL y 

anfotericina 0.25 μg/mL (SIGMA)], 2) etanol absoluto o 3) agua destilada mediante 

sonicación en un baño ultrasónico (Branson 2510 Ultrasonic Cleaner, 100 W, 42 

kHz) durante 30 min a 40ºC. Las soluciones se dejaron en reposo por 24 h a 

temperatura ambiente y, cualitativamente, se analizó la dispersión de las mismas 

mediante sedimentación de los nanotubos de carbono. Mediante microscopia 

electrónica de barrido o SEM (scanning electron microscopy) se analizaron los 

CNx y MWCNT (700 μg/mL) dispersos en medio de cultivo.  

 

2.2. Pruebas de biocompatibilidad de nanotubos con células de mamíferos  

 

El efecto de los nanotubos de carbono (CNx y MWCNT) sobre los fibroblastos de 

ratón NIH-3T3 se analizó usando tres ensayos de exposición distintos, resumidos 

en la Tabla 1. La proliferación celular se determinó mediante el método 

colorimétrico de reducción de MTS.  
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Tabla 1. Ensayos de exposición de nanotubos de carbono con fibroblastos 

de ratón NIH-3T3 

Descripción  Nanotubos de carbono 

dispersos en  

Tiempo de adición de CNx o MWCNT a los 

cultivos 

   

Ensayo A  Medio de cultivo Inmediatamente después de disociar los 

fibroblastos NIH-3T3 con tripsina  

   

Ensayo B Etanol absoluto 24 h antes de agregar las células NIH-3T3. El 

etanol se dejó evaporar 

   

Ensayo C  Agua destilada 24 h posterior la incubación de los fibroblastos 

de ratón  
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Los fibroblastos de ratón NIH-3T3 se descongelaron e incubaron en placas de 24 

pozos con medio de cultivo IMDM suplementado durante 72 h en una atmosfera 

húmeda a 37ºC y 5% de CO2. Después de tres pases celulares  y alcanzada una 

confluencia del 80%, las células de ratón se incubaron con tripsina 0.25% a 37°C e 

inmediatamente después se sembraron 2x103 células/pozo (en placas de 96 

pozos, CORNING) en presencia de CNx o MWCNT dispersos en medio de cultivo, 

a concentraciones logarítmicas finales ascendentes (0.07-70 μg/mL), durante 96 h 

a 37ºC y 5% de CO2 (Ensayo A). Los nanotubos de carbono dispersos en etanol 

absoluto (Ensayo B) o en agua destilada (Ensayo C) se usaron a concentraciones 

finales de 7 y 70 μg/mL. Los muestreos se realizaron cada 24 h, utilizando como 

control fibroblastos de ratón NIH-3T3 sin nanomateriales. Las nanotubos se 

agitaron por 30 s en vortex antes del contacto con las células.  

Por otro lado, se determinó si la morfología de las células era alterada en 

presencia de CNx o MWCNT (70 μg/mL) dispersos en medio de cultivo, en etanol 

o en agua empleando los tres ensayos de exposición antes mencionado. Los 

cultivos celulares incubados durante 96 h con los nanotubos se analizaron 

mediante microscopio invertido.  

La velocidad específica de crecimiento de los fibroblastos se calculó con las 

pendientes obtenidas a partir de las cinéticas de proliferación de las células en 

cada uno de los ensayos de exposición empleados en este estudio.  

 

2.3. Análisis estadístico 

 

Los datos son presentados como promedio ± desviación estándar. La 

comparación estadística se realizó con ANOVA de una y dos vías seguido de las 

pruebas de Dunnett y Bonferroni, respectivamente. Los valores de p menores a 

0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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2.4. Extracción de proteína total de fibroblastos de ratón NIH-3T3 expuestos a 

nanotubos  

 

Una vez alcanzada una confluencia celular del 80%, los fibroblastos se incubaron 

con tripsina 0.25% a 37ºC durante 10 min. Las células se transfirieron a 4 frascos 

T de 25 cm2 (96,000 células/frasco) con 7.2 mL de medio de IMDM suplementado 

y se incubaron por 24 h (Witzmann and Monteiroriviere 2006). Los fibroblastos se 

expusieron a 0.8 mL de nanotubos dispersos en agua para alcanzar una 

concentración final de 7 μg/mL de nanomateriales y se incubaron por un periodo 

de 96 h. A las muestras control (fibroblastos sin nanotubos) se les agregó solo 

agua.  

Se emplearon un total de 8 frascos T para las muestras expuestas a CNx o 

MWCNT y 4 frascos para las muestras control. Los experimentos se realizaron por 

cuadriplicado biológico. 

Los fibroblastos de ratón fueron solubilizados directamente en los frascos T (in 

situ). Primero, las células se lavaron tres veces con PBS frío (pH 7.4) e 

inmediatamente después se lisaron con 2 mL de buffer de lisis frío (urea 7 M, 

tiourea 2 M, Triton X-100 1%, DTT 100 mM, PMSF 2 mM) (Luche et al. 2003). Se 

recuperó todo el volumen, se sonicó por 20 min en hielo y las muestras se 

centrifugaron a 4ºC/6,500 rpm/40 min para recuperar el sobrenadante. Las 

proteínas totales contenidas en el sobrenadante se precipitaron con 4 volúmenes 

de acetona fría y se incubaron durante 4 h a -20ºC. El pellet se recuperó y 

resuspendió en buffer de rehidratación (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2%, DTT 

18 mM, azul de bromofenol 0.002%, anfolitos pH 3-10 0.25%). La concentración 

de proteína se determinó con el método de Bradford usando el kit BioRad Protein 

Assay (BIORAD). 

 

2.5. Electroforesis bidimensional y análisis de imágenes. 

 

Tiras de IPG de 24 cm, pH 3-10 lineal (ReadyStripTM IPG Strips, BIO-RAD), fueron 

cargadas con 2 mg de proteína empleando la rehidratación pasiva por 15 h a 
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20ºC. Las muestras se separaron en primera dimensión a 50 μA/tira a 20ºC 

usando el equipo EttanTM IPGphorTM Isoelectric Focusing System (Amersham 

Biosciences) bajo un programa de incremento progresivo de voltaje: 150 V por 2 h; 

300 V por 2 h; 1,000 V por 2 h; 3,000 V por 3 h; 6,000 V por 3 h y 6,000 V por 10 

h.  

Finalizada la separación de las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico, las 

tiras de IPG se transfirieron a buffer de equilibrio (urea 6 M, Tris-HCl 50 mM, 

glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.002%, DTT 65 mM), se incubaron a 

temperatura ambiente durante 15 min con agitación constante y, enseguida, se 

colocaron en geles SDS-PAGE al 13% (26 x 20 cm) para la separación de las 

proteínas basado en su peso molecular. Los geles se corrieron en una cámara 

EttanTM DALTSix Electrophoresis Unit (GE Healthcare) a 4ºC aplicando una 

corriente de 15 mA/gel durante 2 h y 40 mA/gel por 4 h. Finalmente, los geles se 

fijaron por 14 h y tiñeron con azul de Coomassie coloidal G-250 durante 4 h. Los 

geles se lavaron varias veces con agua destilada y se escanearon a una 

resolución de 100 μm/pixel usando el equipo Pharos FX Plus (BIORAD). 
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3. Resultados y discusión 

 

3.1. Dispersión de nanotubos de carbono 

 

La dispersión/aglomeración de nanotubos de carbono tiene un papel importante en 

la toxicidad sobre células de mamíferos (Sohaebuddin et al. 2010). Los CNx 

mostraron mayor dispersión que los MWCNT en cualquiera de las tres soluciones 

empleadas (Figura 1). Después de 24 h de reposo, los CNx no sedimentaron en 

medio de cultivo, mientras que los MWCNT lo hicieron ligeramente (frasco 

izquierdo, Figura 1 A). Se ha reportado que el suero fetal bovino actúa como buen 

surfactante en la dispersión de MWCNT (Rafeeqi and Kaul 2011); aunque esto no 

significa que las soluciones acuosas de MWCNT sean estables por periodos 

largos de tiempo (Alpatova et al. 2010). También se observó que la adición de 

CNx o MWCNT a concentraciones logarítmicas de 700-0.7 μg/mL (soluciones 

stock) no modificó el pH del medio de cultivo, debido a que el color rosa 

característico del indicador de pH (rojo fenol) no cambió (Figura 2) (Rafeeqi and 

Kaul 2011).  

Usualmente, la dispersión de MWCNT en soluciones de etanol es muy difícil 

debido al alto grado de entrelazamiento de las redes de estos nanotubos, las 

cuales tiende a formar agregados y floculas en la solución y solo una pequeña 

fracción es realmente dispersa en el etanol (Chun et al. 2006, Yang et al. 2012). 

De acuerdo a los resultados obtenidos en presencia de etanol absoluto, la 

dispersión de los CNx y MWCNT y la estabilidad de la solución fueron similares, 

después de 12 h ambos nanotubos sedimentaron ligeramente (Figura 1 B). 

Estudios de MWCNT dopados con potasio (Chun et al. 2006), MWCNT oxidados 

(Xing et al. 2005) y MWCNT hidrogenados (Yang et al. 2012) han demostrado que 

este tipo de modificaciones junto con ultrasonicación mejoran la dispersión y 

estabilidad de los nanotubos en etanol, comparado con los MWCNT sin modificar 

(Xing et al. 2005, Yang et al. 2012). 
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Figura 1. Dispersión de CNx y MWCNT. 

Nanotubos dispersos en medio de cultivo (A), etanol absoluto (B) o agua destilada 

(C). Las barras verticales indican el sobrenadante resultante de la sedimentación 

de los nanotubos.  

 

 

Figura 2. CNx y MWCNT dispersos en medio IMDM suplementado. 

Apariencia visual de las distintas concentraciones logarítmicas (0.7-700 μg/mL) de 

CNx (A) y MWCNT (B) dispersadas en medio de cultivo IMDM suplementado 

después de 24 h en reposo a temperatura ambiente.  
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Cuando se utilizó agua destilada, la sedimentación de los CNx ocurrió después de 

las 15 h de reposo y para los MWCNT a los 90 min (Figura 1 C). Esto se debe a la 

fuerte hidrofobicidad y fuerzas de van der Waals de los MWCNT que tienden a 

agregarse en soluciones acuosas formando sedimentos (Yang et al. 2012) 

inmediatamente después de agitarlos (pocos minutos) (Xing et al. 2005) o en un 

par de horas (Marsh et al. 2007).  

También se observó que el nivel de agregación de los nanotubos es dependiente 

de la concentración de los mismos. Por otro lado, mediante SEM se analizaron 

floculas obtenidas de las muestras a una concentración de 700 μg/mL de CNx y 

MWCNT dispersas en medio de cultivo (Figura 3). La separación de los CNx entre 

sí (barra, Figura 3 A) indica una mejor dispersión en el medio de cultivo 

comparado con los MWCNT (Figura 3 B). Estos resultados señalan los CNx se 

dispersan mejor que los nanotubos sin dopar (MWCNT); la presencia de sitios 

nitrogenados en los CNx podría explicar por qué se dispersaron de manera más 

estable en distintas soluciones (Kim et al. 2011). 

 

3.2. Efecto de los CNx y MWCNT sobre el crecimiento de fibroblastos de ratón 

NIH-3T3 

 

El efecto de los nanotubos de carbono (CNx y MWCNT) sobre los fibroblastos de 

ratón NIH-3T3 se analizó usando tres ensayos de exposición distintos (Tabla 1). 

La proliferación celular se determinó mediante el método colorimétrico de 

reducción de MTS. El MTS fue elegido para este estudio debido a la solubilidad 

del producto reducido en el medio de cultivo y porque se ha demostrado que los 

nanotubos de carbono interfieren con los ensayos de reducción del MTT (Ciofani 

et al. 2010, Qi et al. 2011, Worle-Knirsch et al. 2006). 

En el Ensayo A se observó que concentraciones superiores a 0.7 μg/mL de CNx y 

7 μg/mL de MWCNT afectaron significativamente (p < 0.05) la cinética de 

crecimiento celular (Figura 4 A y B, respectivamente). Sin embargo, la 

concentración más alta de CNx usada en este experimento (70 μg/mL) no fue   
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Figura 3. Micrografías de SEM de los nanotubos de carbono. 

Los CNx (A) y MWCNT (B) se dispersaron en medio de cultivo. La barra de escala 

es de 500 nm 
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Figura 4. Cinética de crecimiento de fibroblastos de ratón NIH-3T3 incubados 

con nanotubos de carbono. 

Las células se incubaron con CNx (A,C,D) o MWCNT (B,D,F) dispersos en medio 

de cultivo, en etanol absoluto y en agua destilada. Concentraciones en μg/mL: 

●0.0; ■0.07; ▲0.7; ▼7; ♦70. n≤6. 
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letal para las células (Figura 4 A), mientras que las muestras que contenían 

MWCNT a esa misma concentración fue letal (Figura 4 B). Sohaebuddin et al. 

(2010), encontraron que concentraciones 10 μg/mL y 1000 μg/mL de MWCNT 

disminuyen la viabilidad de fibroblastos en un 20% y 40%, respectivamente, 

después de ser expuestos a ellos durante 24 h. El tiempo de exposición de 

nanomateriales con células de mamíferos también influye en la biocompatibilidad, 

concentraciones de 30 μg/mL de MWCNT disminuye la viabilidad de fibroblastos 

3T3 L1 en un 58% y 55% al día 3 y 4, respectivamente, después de la exposición 

a nanotubos (Meng et al. 2009). 

Cuando los CNx o MWCNT se incubaron antes que las células (Ensayo B), las 

cinéticas de crecimiento se afectaron significativamente (p < 0.05) y se observó un 

efecto citotóxico dependiente de la concentración de nanotubos (Figura 4 C y D, 

respectivamente). No obstante, la concentración de 70 μg/mL de MWCNT no fue 

letal para los fibroblastos como se observó en resultados anteriores (Figura 4 D vs 

4 B).  

En el Ensayo C, concentraciones de 7 y 70 μg/mL de CNx afectaron 

significativamente (p < 0.05) la cinética de crecimiento (Figura 4 E). Para las 

muestras con MWCNT, el crecimiento de fibroblastos NIH-3T3 solo se afectó 

significativamente con MWCNT a una concentración final de 7 μg/mL (Figura 4 F).  

La respuesta celular (toxicidad/biocompatibilidad) a los nanotubos de carbono se 

ha atribuido a su tamaño, superficie química, área superficial, pureza, grado de 

aglomeración, tipo y concentración de dispersante, tiempo de exposición y tipo 

celular (Buford et al. 2007, Mooney et al. 2008, Sohaebuddin et al. 2010, Zhao et 

al. 2011). Aunado a lo anterior, los resultados sugieren que el momento de 

aplicación de nanotubos a los cultivos afecta su biocompatibilidad con los 

fibroblastos de ratón NIH-3T3. 

Por otro lado, se determinó si la morfología de las células se altera en presencia 

de CNx o MWCNT (70 μg/mL) dispersos en medio de cultivo, en etanol o en agua 

empleando los tres ensayos de exposición antes mencionado. Los cultivos 

celulares incubados durante 96 h con los nanotubos se analizaron mediante 

microscopio invertido.  
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Cuando se incubaron los fibroblastos NIH-3T3 y los CNx dispersos en medio de 

cultivo, se observó que la morfología en forma de huso cambió a circular y 

disminuyó su tamaño (Figura 5 B), mientras que en el cultivo celular con MWCNT 

no se encontraron células (Figura 5 C). Se ha reportado que la morfología de 

células madre mesenquimales humanas es alterada cuando se exponen a 

concentraciones altas (800 μg/mL) de MWCNT y SWCNT funcionalizados con OH 

y COOH, respectivamente, durante un periodo de 6 días (Mooney et al. 2008). 

Estudios en células HeLa expuestas a SWCNT (Holt et al. 2010) y células 

endoteliales microvasculares humanas incubadas con MWCNT (Pacurari et al. 

2012), mostraron cambios en la morfología de estas células debido a alteraciones 

en la estructura de la actina y reorganización de la misma.  

Al incubar a los fibroblastos con los nanotubos de carbón dispersos en etanol 

absoluto o en agua destilada (Figura 5 D-F y G-I, respectivamente) no se 

observaron alteraciones en la morfología de estas células. Estos datos indican que 

el tiempo de aplicación de nanotubos de carbono (ensayos de exposición) juega 

un papel importante en la morfología de los fibroblastos NIH-3T3. 

 

3.3. Influencia de los nanotubos de carbono sobre la velocidad especifica de 

crecimiento y concentración de fibroblastos NIH-3T3 

 

La velocidad específica de crecimiento de los fibroblastos se calculó con las 

pendientes obtenidas a partir de las cinéticas de proliferación de las células en 

cada uno de los ensayos de exposición empleados en este estudio. Comparados 

con las muestras control, la velocidad específica de crecimiento de los fibroblastos 

NIH-3T3 no se afectó significativamente (p < 0.05) con la presencia de CNx 

dispersos en medio de cultivo, en etanol o en agua a ninguna concentración 

(Figura 6). Lo mismo ocurrió para los MWCNT dispersos en etanol y agua (Figura 

6 B y C, respectivamente). Para los MWCNT dispersos en medio de cultivo, 

concentraciones inferiores a 7 μg/mL no afectaron la velocidad específica de 

crecimiento de los fibroblastos NIH-3T3 (Figura 6 A). 
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Figura 5. Efecto de los CNx y MWCNT sobre la morfología de los fibroblastos 

de ratón NIH-3T3.  

Las células se incubaron durante 96 h con 70 μg/mL de CNx (B,E,H) o MWCNT 

(C,F,I) dispersos en medio de cultivo, en etanol absoluto y en agua destilada. 

Como control se usaron fibroblastos NIH-3T3 incubados sin nanomateriales. Las 

imágenes fueron obtenidas mediante un microscopio invertido. 
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Figura 6. Velocidad específica de crecimientos de fibroblastos de ratón NIH-

3T3.  

 

Pendientes generadas a partir de curvas de crecimiento de fibroblastos incubados 

con nanotubos de carbono (CNx y MWCNT) a distintas concentraciones dispersos 

en medio de cultivo (A), etanol absoluto (B) y agua destilada (C), n ≤ 5. 
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Después de 96 h de exposición de nanotubos (CNx o MWCNT, dispersos en 

medio de cultivo) con fibroblastos NIH-3T3 se encontró que el número de células 

disminuyó significativamente (p < 0.05) cuando se usaron concentraciones 

superiores a 7 μg/mL de MWCNT y 70 μg/mL de CNx (Figura 7 A). Esta 

disminución en el número de fibroblastos también se observó cuando las células 

se incubaron con 70 μg/mL de CNx o MWCNT dispersos en etanol absoluto 

(Figura 7 B). La cantidad de fibroblastos de ratón medida a las 96 h disminuyó 

significativamente cuando se incubaron con 7 μg/mL de CNx dispersos en agua 

(Figura 7 C).  

La disminución de la concentración celular es una manera directa de evaluar la 

biocompatibilidad/toxicidad de los CNTs, varias investigaciones han atribuido este 

efecto biológico al tipo de nanotubos, concentración y tiempo de exposición (Liu et 

al. 2010, Meng et al. 2009, Mooney et al. 2008, Sohaebuddin et al. 2010, Zhao et 

al. 2011). Los resultados sugieren que el ensayo de exposición también es un 

factor a considerar para evaluar el efecto tóxico de los CNTs en células de 

mamíferos.  

 

3.4. Análisis del proteoma de fibroblastos de ratón expuestos a MWCNT y CNx 

 

En la Figura 8 se muestra una imagen representativa de los geles 2D en 

condiciones desnaturalizantes de las proteínas extraídas de los cultivos de  

fibroblastos de ratón expuestos durante 96 h a 7 μg/mL de MWCNT o CNx 

dispersos en agua destilada. Actualmente se está trabajando en el análisis de los 

manchas mediante el software PDQuest para determinar las diferencias entre los 

perfiles proteómicos de fibroblastos control y los expuestos a CNTs. 
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Figura 7. Concentración de fibroblastos de ratón NIH-3T3 a las 96 h de 

cultivo con nanotubos.  

Los nanotubos de carbono (CNx y MWCNT) se dispersaron en medio de cultivo 

(A), etanol absoluto (B) y agua destilada (C), posteriormente se incubaron a una 

concentración final de 7 y 70 μg/mL con fibroblastos NIH-3T3. ** p < 0.01,* p < 

0.05, n ≤ 5. 
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Figura 8. Imagen representativa de geles 2D de proteínas totales extraídas de 

cultivos fibroblastos de ratón expuestos a nanotubos de carbono.  

Los fibroblastos de ratón se incubaron durante 96 h con 7 μg/mL de MWCNT (B) o 

CNx (C) dispersos en agua destilada. Como control se usaron fibroblastos no 

expuestos a nanotubos (A).  
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4. Conclusiones  

 

 

1. Los CNx se dispersan de manera más estable que los MWCNT en distintas 

soluciones debido a los sitios nitrogenados que tienen en su estructura. 

2. Los resultados muestran que los CNx son menos tóxicos para fibroblastos de 

ratón NIH-3T3 que los MWCNT cuando estos son incubados inmediatamente 

después de la disociación celular con tripsina.  

3. El momento de aplicación de nanotubos a los cultivos celulares influye con la 

biocompatibilidad de estos sobre los fibroblastos de ratón NIH-3T3.  
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Anexos 

 

Perspectivas  

 

 Análisis de proteínas diferenciales obtenidas de fibroblastos de ratón NIH-

3T3 incubadas con CNx o MWCNT a una concentración final de 7 μg/mL 

mediante espectrometría de masas (MS/MS). 

 Estudios de dispersión de nanotubos mediante espectrofotometría UV-Vis. 

 Determinación de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células 

expuestas a nanotubos de carbono (CNx y MWCNT). 

 Formación y caracterización de matrices de CNx y MWCNT y compositos 

(polímeros-nanotubos de carbono). 

 Evaluación de la biocompatibilidad de nanotubos de carbono con otras 

líneas celulares de mamíferos (osteosarcoma, células troncales). 

 Interacción de nanotubos de carbono (dispersos y en matrices) con células 

animales mediante SEM. 


