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Resumen

La nanobiotecnologia representa la faceta mas intrigante que pudo alguna vez haber alcanzado en si la tecno-
logia al servicio del ser humano. Al tomar ventaja de las caracteristicas adquiridas por los organismos vivos
en el curso de su evolucién, mas las propiedades Unicas que los materiales presentan a nanoescala, esta nue-
va tecnologia nos promete el desarrollo de dispositivos con una complejidad nunca antes imaginada. Por ejem-
plo, biotecnologia de nanoestructuras basadas en péptidos, proteinas e incluso virus y bacterias, todas ellas
combinadas con nanoestructuras inorganicas, dando lugar a la formacién de nuevos materiales bionanohibri-
dos con vastas aplicaciones en el drea de las ciencias de la vida y de los materiales. En una forma general, la
nanobiotecnologia abarca el estudio, disefio y creacion de lineas de conexién entre la biologia estructural y la
nanotecnologia molecular, recalcando que su desarrollo no habria sido posible sin un esfuerzo conjunto y mul-
tidiciplinario de todas las dreas de la ciencia. En esta revisiéon se presenta un fascinante universo de nuevos
materiales en la escala Ix10-9% metros cuyas aplicaciones pueden hacernos reflexionar hacia donde se diri-
gen nuestros dias futuros. Sin embargo, dada la vasta cantidad de articulos cientificos publicados en el area, la
presente revision solamente se ha enfocado en el uso de nanotubos de carbono para el desarrollo de nano-
biodispositivos, y se apoya en aproximadamente un centenar de referencias cientificas.
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Abstract

Nano-biotechnology is the most interesting accomplishment of present-day technology at the disposal of
human beings. By taking advantage of characteristics acquired by living organisms in the course of evolution
plus the unique properties of materials at nano-scale, this new technology anticipates the development of devi-
ces with a complexity never imagined before. For instance, the biotechnology of nano-structures based on
peptides or even on viruses and bacteria, all of them combined in inorganic nano-structures, thereby giving
rise to new nano-bio-hybrid materials with ample application in the area of the sciences of life and that of
materials themselves. In broad terms, nano-biotechnology includes the study, design and creation of links bet-
ween structural biology and molecular nano-technology. Its development was made possible by a joint and
multidisciplinary effort in all scientific fields. This overview describes a fascinating universe at a scale of | ?
10-0° meter, the application of which should makes us think about where our future lives are heading.
Nevertheless, given the enormous amount of scientific papers published on the field, the present overview
focuses on the use of carbon nano-tubes for the development of nano-biodevices and draws on some hun-
dred scientific references
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Antecedentes

El desarrollo de nuevos materiales no ha estado
siempre en comunién con las politicas ecolégicas o
en afinidad con las medidas de salubridad y de subsis-
tencia como pretende ahora estar la nanotecnologia.
En una era donde la seguridad econémica, ambiental
y social es crucial para un proéspero desarrollo, esta
tecnologia, generalmente definida como el control
sobre los materiales (Iéase también dtomos y molé-
culas) en una forma precisa en la escala de [-100 nm,
aparece como el puntal asociado con dicho creci-
miento.

Siendo de reconocimiento general que el primer
gran impacto de una nueva tecnologia radicara siem-
pre en el aspecto econémico, y por ello consecuen-
temente desplazard a las sociedades hacia un desa-
rrollo diferente, es necesario tener desde ahora una
comprensién minima de lo que es y pretende hacer
la nanotecnologia en los afos siguientes. Segun el cri-
terio personal de varios expertos, la nanotecnologia
tiene la capacidad de cambiar al mundo, como econé-
micamente ya ha empezado hacerlo. Por ejemplo, de
acuerdo a fuentes industriales (Mashelkar, 2006) fue
estimado que para el ano 2008 habrian sido emplea-
dos alrededor de USD 3.210 millones en gastos de
investigacién y desarrollo en nanociencias y cuyo li-
derazgo, bdsicamente, estaria a cargo de EE.UU.
(65%), seguido por la Unién Europea (20%) y el Japon
(10%). Ademads, de acuerdo a estimados del US Na-
tional Science Foundation (Nanobusiness Alliance,
2001) se pronostica que para el afio 2015 el merca-
do de productos a nano escala alcanzara la cifra re-
cord de USD | trillion per annum. Bajo este contex-
to y cifras en la mano, no es posible dejar de pensar
en cudles cambios venideros sobre nuestras formas
de vida y corrientes del pensamiento posmoderno
habrian de suceder. Actualmente ya existen coyuntu-
ras desde el campo legal hasta el filosofico sobre el
desarrollo, uso, produccién y manipulacién de nano-
materiales, y donde son muy discutidas las evaluacio-
nes de toxicidad de los nanomateriales (Hussain & Te-
rrones, 2009). Un ejemplo especial es el debate mé-
dico-psiquico-legal generado por las investigaciones
en neuronanociencias donde ha quedado planteado
el problema acerca de si el tratamiento con nanome-
dicina podria o no afectar a nuestro sentido comun,
en el sentido de dar atribuciones diferentes a los es-
tados mentales, como la responsabilidad, incluyendo
la responsabilidad criminal (Sifferd, 2008).

Por otro lado, los términos nanobiotecnologia y
bionanotecnologia, usados intercambiablemente, son
el conjunto de las herramientas y procesos emplea-

dos en la nano/microfabricacién de nuevos dispositi-
vos para estudiar y manipular biosistemas. Heredera
de la tecnologia del manejo del ADN recombinante,
hoy en dia la nanobiotecnologia es una disciplina en
franco desarrollo, y se dice que constituye un campo
emergente dada la necesidad de superar no solamen-
te los retos biotecnolégicos actuales, sino también las
barreras coyunturales que mantienen —por muy poco
tiempo mas— separadas a las diversas disciplinas cien-
tificas. Posiblemente, en un futuro cercano, la investi-
gacion transdisciplinaria sea la que conduzca el desa-
rrollo de nuevas nanobioestructuras moleculares
mismas que en forma de productos finales de consu-
mo podran beneficiar a las proximas generaciones
con nanotecnologia en sensores quimicos (Sun,
2007), biosensores (Teles, 2008), transportadores
moleculares de farmacos (Langer, 2004; Beaux I,
2008; Dinu, 2009), tejidos artificiales (Mooney, 1999)
y neuronanoprotectores cerebrales (Linazasoro,
2008).

Siendo la compatibilidad entre materiales a di-
versas escalas el punto clave dentro del proceso de la
nanomanufactura, el disefio a estas dimensiones re-
quiere de una tecnologia altamente versatil que se
pueda acomodar al amplio rango de las propiedades,
sean estas quimicas o fisicas. Los estudios cientificos
mas actuales (Mitragotri, 2009) revelan que en la mis-
ma forma como las propiedades quimicas (e.g. reco-
nocimiento molecular) trabajan en beneficio del dise-
fio de nuevos materiales, también los atributos fisicos
(e.g, tamario, forma y propiedades mecanicas) deben
ser explotados con el fin de establecer bases mas s6-
lidas al momento de conceptualizar el disefio de bio-
nanomateriales.

Los primeros beneficios de dichas estrategias ya
son observables. Por ejemplo, una combinacién de
forma, tamafio y quimica de superficies ha sido usada
para focalizar particulas al endotelium vascular como
una aplicaciéon al suministro de farmacos (Muro,
2008). De igual manera, una combinacién de forma y
flexibilidad mecanica ha sido usada para focalizar mas
eficientemente firmacos en tumores (Gen, 2007). En
este Ultimo caso, la flexibilidad mecanica de las nano-
particulas les permite mantenerse dentro de la circu-
lacion sanguinea por mucho mas tiempo. Tal extraor-
dinaria correlacion, no obstante, es solamente consis-
tente con la nocién que el reconocimiento molecular
forma la base de muchas funciones biolégicas (Grif-
fith, 2006), es decir, que la geometria local del mi-
croambiente también es un factor preponderante
que influye sobre el disefio y control de los nuevos
materiales, tal como ha sido estudiado en la ingenie-
ria de tejidos a través de la muerte celular (Chen,
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1997). Estos primeros ejemplos en nanotecnologia
no solamente estin intencionados con promover
nuevas iniciativas de desarrollo en el sector de la sa-
lud, sino en los sectores agricola y energético. Por
ejemplo, se destaca el reciente uso de la nanosilica
amorfa como un biopesticida de alto impacto (Barik,
2008) y el empleo de nanotubos de carbono para el
almacenamiento de combustibles ecolégicos (Kong,
2001). Bajo este contexto, la nanotecnologia es una
amplia drea interdisciplinaria que compromete la in-
vestigacidn en cuatro dreas especificas: |) nanomedi-
cina, 2) nanofabricacién, 3) nanometrologia y 4) nano-
materiales.

En materia de desarrollo, la historia de la nano-
tecnologia puede ser comprendida desde dos posi-
ciones, las que estan relacionadas ya sea con el dise-
fio artificial de nuevos materiales inorganicos (i.e.,
edad posindustrial) o con los procesos naturales ac-
cidentales ocurrentes en los compuestos organicos
como las proteinas y el ADN (i.e., origen de la vida).
Sin embargo, dada la notable reputacién del cientifico
Richard Feymann, quien estuvo dedicado a elaborar
teorias, principalmente aplicables dentro de las inge-
nierias eléctrica, mecanica y de materiales, existe la
tendencia general de creer que los inicios nanotecno-
l6égicos se remontan al disefo de nanomateriales
inorganicos (e.g. nanotransistores). En contraposi-
cién, la ingenieria implicitamente aplicada por las pro-
teinas habria de representar para Erick Drexler
(1986) como el ejemplo mas claro donde una gene-
racion de nanomaquinas trabaja a favor de un proce-
so.A fin de producir nuevas generaciones en nanomd-
quinas, el creador del término Nanotecnologia Mole-
cular (MNT, por sus siglas en inglés), postuld que las
bases ingenieriles del autoensamblaje molecular po-
drian ser empleadas en el desarrollo de nuevos ma-
teriales biohibridos, mismos que trabajarian en igual
forma como lo hacen las proteinas, pero que serian
mas inteligentes dada su construccién “d4tomo por
atomo” (Drexler, 1991).

La légica de Drexler, basada en una remembran-
za con los procesos naturales, dio lugar a la postula-
cién de la Teoria del Grey Goo (ver Joy, 2000), un hipo-
tético escenario del fin del mundo basado en MNT.
Hoy en dia, las visiones mas pragmaticas consideran a
la segunda década del presente siglo como el tope en
tiempo maximo para desarrollar las técnicas que lo-
gren mimetizar a los procesos bioldgicos. Una posi-
ble calendarizacion en el desarrollo de prototipos co-
mercialmente viables es la siguiente: primera genera-
cion o nanoestrucutras pasivas (e.g., nanoparticulas)
hasta el afio 2004; segunda generacién o nanoestru-
curas activas (e.g., nanotransistores) hasta el afo
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2009; tercera generacién o nanosistemas tridimen-
sionales (e.g., nanocompuestos heterogéneos) hasta
el afio 2014;y cuarta generacién o nanosistemas mo-
leculares inteligentes capaces de auto ensamblarse
(ca. ano 2025).

Entre los articulos actualmente fabricados con
materiales nanoestructurados de primera generacion
que ya se encuentran presentes en el mercado se
mencionan: partes para bolas de tenis, golf o boliche,
neumaticos de alto rendimiento, telas antimanchas,
filtros/membranas para agua, cosméticos, entre otros.
Ademas, productos derivados para la industria militar,
no conocidos dada su naturaleza confidencial, y pro-
ductos de uso civil empleados en tareas especificas
como la investigacién, que representan en su conjun-
to a un sector social dedicado al desarrollo nanotec-
nologico. Bajo este contexto poblacional (i.e., socie-
dades civil, militar y cientifica) el comercio de los na-
nomateriales, poco a poco, llegard a involucrar al
grueso total de la poblacién mundial, éstos no sola-
mente como consumidores finales, sino también co-
mo empleados manufactureros. De ahi que el tema
de la biocompatibilidad de los nanomateriales, actual-
mente en fase de estudio, representa uno de los to-
picos mas controversiales al hablar de nanobiotecno-
logia.Y es que después de casi dos décadas de haber
sido descubierto uno de los principales nanocom-
puestos, como lo es el fulereno Cgq (Kroto, 1985),
aln se desconoce su verdadera incidencia en la salud
humana.

Entre los riesgos e implicaciones del uso y mani-
pulacién de articulos manufacturados a partir de na-
nomateriales se destacan: |) que la promesa de redu-
cir costos por energia no necesariamente se cumpli-
ria si se toma en cuenta tanto a los costos de pro-
ducciéon como a los de investigacion, uso y desecho;
2) que la manipulacion de estos artefactos no sola-
mente podria comprometer a la genética del ser hu-
mano, sino también a la de virus y bacterias con con-
secuencias impredecibles; 3) que de cumplirse todas
las expectativas esperadas en dichos materiales éstas
no necesariamente se vincularian con los estratos so-
ciales bajos; 4) que las operaciones con dichos mate-
riales en el campo militar podrian violentar los dere-
chos civiles al transformar la naturaleza de las gue-
rras; 5) que el actual avance de la bionanotecnologia
podria resultar dentro de un mediano a largo plazos
en una transformacion total de la sociedad actual
(Delgado, 2008). Mientras que, por una parte, la Ad-
ministracion Federal de Alimentos y Farmacos de Es-
tados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) no ha ad-
vertido aun la necesidad argumentando que todavia
no existe evidencia cientifica que asi lo demuestre de
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implementar normativas tan simples como el etique-
tar con anuncios especiales tanto a los medicamentos
como a los cosméticos u otros productos de uso hu-
mano o animal elaborados basados en nanomateria-
les (Eschenbach, 2007), por otro lado numerosas in-
vestigaciones siguen enfocadas por conocer la con-
ducta de los nanomateriales al contacto con los sis-
temas biologicos (Hussein, 2009). En ésta, tanto las
reflexiones éticas como las morales sobre el uso y la
produccién de los nanomateriales pueden verse facil-
mente empafiadas con tintes opuestos, entendido co-
mo el uso pro bien (o pro mal) de dichos materiales.

En este punto, es dificil dejar de lado la significan-
cia que tuvieron los debates en biotecnologia y bioé-
tica para entender la demanda por la nanoética. En
Europa Occidental, por ejemplo, el tema de la biotec-
nologia agricola resulté ser un capitulo tan contro-
versial que fue discutido desde puntos de vista extre-
madamente sutiles como las afirmaciones en los dos
sentidos siguientes: |) la ausencia de evidencia de
riesgo, y 2) la evidencia de ausencia de riesgo. Dado
que ambos sentidos gozan de una verdad (aunque sea
parcial), el punto clave del desarrollo nanotecnologi-
co de un “X” todavia no existente deberia estar en-
focado hacia el suscrito ético, desde sus primeras eta-
pas (Strand & Nydal, 2008).

Microscopia de fuerza atomica:
los ojos de un mundo nanométrico

Desde su invencion en 1986 (Binnig, 1986), el micros-
copio de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en in-
glés) se ha convertido en la herramienta mas impor-
tante para el estudio a nivel atémico de una amplia
variedad de superficies o para la investigacion de las
propiedades mecanicas (e.g., friccion y rigidez), pro-
piedades eléctricas (e.g., potencial superficial, polari-
zacién eléctrica, carga en la superficie), propiedades
electromecanicas (e.g., piezoelectricidad) y propieda-
des magnéticas relacionadas. Aunque la microscopia
por AFM es una técnica mas entre la gran familia de
microscopias de barrido por sonda, y entre las cuales
se encuentra la microscopia de tunelaje (Binning,
1982), su capacidad para estudiar no solamente su-
perficies inorganicas, sino también moléculas organi-
cas (incluyendo ADN vy células) adheridas a las super-
ficies ha propiciado que la comunidad cientifica llame
a esta técnica como el ojo de la nanotecnologia. Debi-
do a la extensa bibliografia enfocada en la explicacion
de los fundamentos fisicos del AFM, esta revision no
pretende volver a mencionarlas (el lector no obstan-
te puede referirse a Ralston, 2005). En su lugar, nom-

bramos brevemente aquellos principios basicos, fisi-
cos e instrumentales, que permiten comprender de
una forma sucinta cualquier experimento relacionado
con esta técnica.

En primer lugar, la instrumentacién de un mi-
croscopio de AFM esta compuesta por un piezoeléc-
trico, el cual basicamente es una ceramica que se ex-
pande y contrae al estar expuesto a un voltaje. Dicha
expansion (o contraccion) esta en el orden de los na-
németros (nm) y se dirige sobre un eje z. Sobre el
piezo se monta una sonda rectangular que en su ex-
tremo saliente tiene depositado cimulos de dtomos
de silicio (Si) o, en su caso, de nitruro de silicio
(Si3N4) en una forma piramidal (Figura I). Los ato-
mos de la punta interactuardn con los dtomos pre-
sentes en la superficie a través de fuerzas (i.e., atrac-
ciones y/o repulsiones de sus respectivas nubes elec-
trénicas) las que provocaran una deflexion de la son-
da. Por lo anterior, la sensibilidad de la sonda de AFM,
conocida también como la constante (k) de resorte
del material, es un factor muy importante para deter-
minar las propiedades de las muestras en estudio; su
respuesta al contacto con una determinada superficie
es un reflejo directo de las interacciones intra o in-
termoleculares presentes.

El escaneado (barrido) del material se desarrolla
por servomotores que se encargan de exponer la
sonda de AFM al contacto con una serie definida de
puntos (x,y) de la superficie. La seleccion correcta de
una sonda de AFM es extremadamente importante
para obtener resultados que reflejen una alta calidad
en la sefal obtenida (i.e., imagenes topograficas cla-
ras). Cada sonda de AFM tiene su frecuencia de reso-
nancia caracteristica (entre 100 y 500 kHz) misma
que es determinada in situ una vez montada la sonda
sobre el piezo.

%
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“ —
E Beam Spot Magn Det WD BExp FH—— 10um
100kV 30 2500x SE 147 0 Nanosensors

Figura I.Sonda de AFM empleada para el barrido de una su-
perficie. Fuente: Agilent Technologies.
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La sefal principal de una medicién por AFM, que
puede ser una imagen topogrifica, una de fase, o una
de amplitud, entre las mas importantes, es construida
como un tensor de segundo rango dado al acopla-
miento entre los vectores de la sefal de excitacion
(fuerzas; medida en z) y la sefal de respuesta (despla-
zamiento; medida por los puntos X, y). Cabe aclarar
que el orden de las fuerzas medidas es aproximada-
mente del orden de picoNewtons (pN). Finalmente,
la dependencia entre la magnitud de dichas fuerzas
con respecto a la distancia de la sonda a la muestra
da lugar a tres regimenes de trabajo: no contacto,
contacto y contacto intermitente (Figura 2). Una tipi-
ca fuerza presente en cualquier medicion es la fuerza
de capilaridad ( que actia en el modo de contacto);
por otra parte, las fuerzas de van der Waals (vdW)
aparecen por la interaccion a grandes distancias en-
tre el sustrato y la sonda de medicidn (presentes en
el modo de contacto intermitente). Otras fuerzas
presentes son la fuerza electrostética y la magnética
(presentes en el modo de no contacto). Normalmen-
te, la microscopia de fuerzas en muestras biologicas
se realiza en el modo de contacto intermitente (Du-
linska, 2006; Kienberger, 2006) esto, entre otras razo-
nes, debido a la necesidad de reducir al maximo po-
sible un dafo prematuro a la membrana de la mues-
tra e.g. virus (Ross, 2009).
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Figura 2. Curva tipica de fuerzas vs. distancia donde se indica
los tres regimenes de trabajo en AFM (contacto, contacto in-
termitente y no contacto). Fuente Flavio Contreras-Torres
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Nanocompuestos de carbono en
aplicaciones biotecnoldgicas

Basados en sus exclusivas propiedades fotofisicas y
electréquimicas, las nanoestructuras inorganicas mas
importantes son los fulerenos y los nanotubos de
carbono. Dichos nanomateriales de carbono actual-
mente son ampliamente empleados en el desarrollo
de nuevas arquitecturas biohibridas bi y tridimensio-
nales con posibles futuros usos en biotecnologia mé-
dica. La presente revisién se ha enfocado solamente
al uso de nanotubos de carbono y sus aplicaciones
biotecnoldgicas (Harutyunyan, 2002) con un especial
interés en el desarrollo de biosensores.

Los nanotubos de carbono (CNTs, por sus siglas
en inglés) pueden ser visualizados como una hoja de
grafito enrollada con una helicidad particular, que pue-
de ser expresada te6ricamente a través de un vector
quiral R, (Figura 3). Dependiendo del giro del vector
R.m = na; + m-a,, los nanotubos pueden tener las
orientaciones armchair (n = m) y zigzag (m = 0). Sin
embargo, también se pueden presentar un vasto nu-
mero de orientaciones medias llamadas quirales (n =
m).Asi, el comportamiento metdlico o semiconductor
de los CNTs es inferido por el caracter helicolidal de
los tubos. Por ejemplo, si un nanotubo presenta un gi-
ron—m = 137 (i.e., médulo tres) se considera que es
metalico, de otra forma sera semiconductor. El diame-

a

a, ecetede
a‘1‘ ”,ﬁ ~
Rom=(n,m)=(11,7)
I’\\\
”’ ‘\u\~

[10,10)

9‘--\%1 17

chiral

Figura 3. Nanotubos de carbono: (2) descripcién de su quira-
lidad por medio del vector Rnm a través del enrollamiento
de una hoja de grafeno (b) nanotubo armchair;y (c) nanotu-
bo quiral. Fuente Flavio Contreras-Torres
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Figura 4. Representacion conceptual sobre la generacion de
sistemas nanobiohibridos y sus diferentes funciones nano-
biotecnologicas que pueden alcanzar. (Adaptado al espafiol-
—sin permiso—desde Katz, 2004. © 2004 Willey-VCH Ver-
lag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

tro de un CNT no es constante y depende basica-
mente si se corresponde a un solo tubo (Single-walled
carbon nanotube, SWCNT) o a un aglomerado con-
céntrico de tubos (Multi-walled carbon nanotubes,
MWCNT). Los nanotubos de capa simple, SWCNT
(CNTs para acortar), pueden aproximadamente va-
riar entre los 0,2 — 2 nm y sus longitudes pueden lle-
gar hasta los centimetros. Es necesario recordar que
no existe un descubridor formal de estos nanocom-
puestos de carbono (Monthioux, 2006) pero se le
atribuye el reconocimiento al profesor Sumio ljima
(ljima, 1991) por ser la primera persona en haberlos
reportado como tales y, sobre todo, por haberlos
bautizado los con un nombre muy caracteristico.

En esta forma el acoplamiento entre nanomate-
riales (e.g., nanotubos de carbono, fulerenos, nano-
particulas metalicas) con biomateriales (e.g., protei-
nas/enzimas, antigenos/anticuerpos o ADN) provee
de nuevas rutas para formar nanomateriales biohibri-
dos que podran combinar las propiedades fisicas de
los nanomateriales (e.g., conductividad o semicon-
ductivad de los CNTs) con las propiedades bioquimi-
cas de los biomateriales (e.g., reconocimiento o pro-
piedades cataliticas). Se muestra (Figura 4) una repre-
sentacion conceptual (Katz, 2004) sobre la genera-

cién de nanobiomateriales y sus principales aplicacio-
nes como sensores, circuitos y finalmente elementos
electroénicos y optoelectronicos.

3.1 Inmunosensores

Los recientes desarrollos en nanotecnologia han alla-
nado el camino para un gran nimero de nuevos ma-
teriales y dispositivos con propiedades Unicas, mu-
chos de los cuales se espera logren alcanzar funcio-
nes utiles en el campo de la biotecnologia. En térmi-
nos generales los sensores pueden ser clasificados en
sensores quimicos Yy biosensores, diferenciandose
por el método electroquimico empleado para el pro-
ceso, Balasubramanian (2006), Vestergaard (2007) y
Yogeswaran (2008). La seleccion y desarrollo de un
Material de Deteccién Activo (MDA) es una area en
franco desarrollo, aunque su base consiste siempre
en actuar como un catalizador para la oxidacion o re-
duccién de un analito particular.

En particular, los Inmunosensores (IS), un tipo es-
pecial de biosensores, pueden ser definidos como ar-
tefactos analiticos compactos constituidos por anti-
cuerpos o antigenos (o sus fragmentos) integrados a
un transductor fisicoquimico (Veetil, 2007). La impor-
tancia de los inmunosensores, en medicina por ejem-
plo, radica en el hecho de que generan una sefal se-
lectiva y especifica dada una reaccién particular de un
antigeno o anticuerpo empleado con terceras sustan-
cias. A partir de esta particularidad se pueden consi-
derar a los IS como detectores de eventos molecula-
res especificos; asi, sus costos de produccion pueden
llegar a ser demasiado altos dada la baja sensibilidad
que en muchos casos presentan.Amplificar la sefial de
los IS representa hoy en dia un area de estudio y de-
sarrollo muy importante. Para una revision completa
sobre el desarrollo de IS se puede consultar el traba-
jo de Morgan (2006).

Uno de los métodos mds importantes para me-
jorar la sensibilidad de los IS ha sido reportado me-
diante la incorporacién de nanotubos de carbono
dentro de su matriz (Tang, 2004; Li, 2005). Las propie-
dades de los CNTs les permiten interactuar con al-
gunos compuestos aromaticos organicos a través de
interacciones electrénicas tipo 7 - 7T y en algunos ca-
sos también por interacciones hidrofébicas (ver e.g.,
Li, 2004; Liang, 2007; Star, 2003; Zhang, 2003). Entre
los MDA empleados en conjunto con CNTs se nom-
bran a poli (rojo neural), Nafion, nanoparticulas me-
tlicas, citocromo ¢ (cyt c), hidroxipropil-p-ciclodex-
trina, entre otros. Por ejemplo, los compuestos entre
CNT vy poli (rojo neural) han sido empleados como
sensores de NADH, neurotransmisores, o (-)-epiga-
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Figura 5. Representacién grifica de una interaccién no covalente entre una fragmento de ADN y un modelo de CNT defec-
tuoso por heterouniones. Obsérvese como los extremos de la biomolécula se orientan preferentemente a los defectos del
nanotubo (e.g., puntas oxidadas y heterouniones). Fuente: Flavio F Contreras-Torres.

locatequina galato (Yogeswaran & Chen, 2007;Yoges-
waran, 2007; Zhou, 2005). Similarmente, compuestos
formados entre CNTs y cyt ¢ han sido empleados pa-
ra la deteccién de 4cido ascérbico y L-cisteina (Shie,
2008). Finalmente, los restantes MDA mencionados
han sido empleados con CNTs para la deteccion si-
multdnea de neurotransmisores con acidos ascérbico
y urico (Yogeswaran, 2007b; Yogeswaran, 2007c; Yo-
geswaran & Chen 2008b).

Cabe aclarar el hecho que los CNTs por si solos
son incapaces de reconocer especificamente a bio-
moléculas, en su lugar es necesario dotarles primera-
mente de funcionalidades que les permitan adquirir
un reconocimiento molecular especifico al emitir una
sefial de transduccién; estas metodologias se cono-
cen como funcionalizacién quimica.

En términos generales, la funcionalizacién quimi-
ca (conocida en sus primeros inicios también como
derivatizacion) de los CNTs puede realizarse por las
vias covalente y no covalente,aunque para ambas vias
la idea basica es inmovilizar biomoléculas sean estas
nucledtidos (Contreras-Torres, 2008; Contreras-To-
rres, 2008b), proteinas (Davis, 1998), péptidos, enzi-
mas, anticuerpos o antigenos (Kam, 2005). Las biomo-
[éculas normalmente permaneceran adheridas ya sea
a los extremos de los tubos (puntas) o a sus paredes
externas; existe una amplia actividad de investigacion
enfocada por conocer la reactividad en las paredes

internas de los CNTs. Muchas veces el principal ob-
jetivo de estas funcionalizaciones es lograr mejorar la
solubilidad de los CNTs, de ahi que es necesario re-
conocer el objetivo principal de la derivatizacion.

Por ejemplo, el método oxidativo con HNO;3 y
H,SO,4 es reconocido porque permite incorporar
una serie experimentalmente indefinida de grupos
oxidados (e.g. -COOH, —-OH 6 C=0) en sus puntas
y/o cuerpo con lo cual se puede mejorar su pobre hi-
drofilicidad. Adicionalmente, este tratamiento oxidati-
vo también conlleva a que los nanotubos se acorten
y, por lo tanto,a que se reduzca su relaciéon didmetro-
longitud muy deseada para otros fines. El paso subse-
cuente a la incorporacién de grupos oxidados en los
nanotubos conlleva a una serie de reacciones de ami-
dacién y esterificacién (Contreras-Torres & Basiuk,
2007).Teéricamente ha sido demostrado (Contreras-
Torres & Basiuk, 2008c) que esta reaccién permitiria
poder experimentalmente separar a los nanotubos
metélicos (e.g.,armchair) de los semiconductores de-
bido a la diferencia calculada para las energias de ac-
tivacion y energias libres derivadas para cada reac-
cion. Los grupos carboxilicos en los CNTs oxidados
también pueden ser convertidos en ésteres activos
de carbodiimida al tratarlos con N,N’-diciclohexilcar-
bodiimida en medios organicos (Gooding, 2003).

A fin de conservar las propiedades electrénicas
de los CNTs la funcionalizacién no covalente es pre-
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ferida sobre la covalente, esto debido a que la adicion
no covalente de terceras moléculas preserva local-
mente la parcial hibridacién sp2 del cuerpo del nano-
tubo. Entre las aproximaciones no covalentes mas co-
munes se destaca el tratamiento con detergentes o
surfactantes, como por ejemplo, dodecil sulfato de
sodio o Triton-X 100 (Moore, 2003). Por ejemplo, de
acuerdo a Panhuis et al. (Panhuis, 2003) el complejo
Triton-X 100 tratado con CNTs interactué eficaz-
mente con la superficie hidrofilica de una enzima.

Por otra parte, uno de los métodos altamente
preferidos en el desarrollo de inmunosensores es la
adicion de moléculas bifuncionales como el éster del
acido succinimidil |-pirenebutanoico o el complejo
Tween 20 (Chen,2001). Dicho éster puede adsorber-
se irreversiblemente en medio organicos (e.g., meta-
nol) a la superficie hidrofébica del nanotubo por me-
dio de interacciones del tipo m. El resto del éster
reacciona con las aminas primarias o secundarias que
existen en la superficie de los anticuerpos por medio
de sustituciones nucleofilicas. Otras moléculas que
pueden dispersar a los CNTs en agua por medio de
interacciones no covalentes son la amilasa (Kim,
2003), goma arabica (Bandyopadhyaya, 2002), ciclo
dextrinas (Chen, 2001; Dodziuk, 2003), Nafion
(Wang, 2003), entre otras. Finalmente, una vez conse-
guida la solubilizaciéon de los CNTs es necesario dise-
fiar estrategias para incorporar funciones de recono-
cimiento molecular especifico sobre estos nanoagre-
gados; la forma mas facil y viable para reconocer mo-
léculas especificas es mediante la adsorcién de un an-
tigeno o una enzima sobre el cuerpo del CNTs.

Un esquema simple para realizar un enlazamien-
to no especifico sobre el cuerpo de un CNT es me-
diante el empleo de proteinas y ADN (Figura 5). Esta
interaccion ocurre preferencialmente por la via no
covalente y ha sido especialmente observada con na-
notubos oxidados (Kam, 2005). Ademas, debido a que
la adsorcién no covalente de anticuerpos sobre la su-
perficie de los CNTs carece de un previo tratamien-
to quimico riguroso, como los realizados por funcio-
nalizaciones covalentes, la posibilidad de pérdida de
habilidad por capturar al antigeno es pequefa; por
ejemplo, estreptavidin, proteina A, albimina de suero
bovino y cyt c fueron adsorbidos espontineamente a
CNTs oxidados aunque no presentaron un patrén
especifico de enlazamiento. Las proteinas entonces
fueron facilmente transportadas por los CNTs al in-
terior de varias células de mamiferos via la ruta de
endocitosis. Una vez ingresado en el citoplasma el
complejo proteina-CNT desarrollé sus funciones
biologicas, lo ultimo evidenciado por la induccién de
apoptosis por el transporte de cyt c.

—o-

Diferentes ensayos de inmune deteccién cuantita-
tivos también han sido llevados a cabo. Por ejemplo, un
método para detectar la cantidad de anticuerpos ad-
sorbidos por CNTs ha sido desarrollado por O’Con-
nor y colaboradores (O’Connor, 2004). El método
consiste en incubar a pH fisiolégico y por 3 horas un
anticuerpo (e.g., antibiotina) junto con CNTs deposi-
tados previamente sobre grafito. Asi se logré cuantifi-
car que por cada | ml de solucién de anticuerpo se sa-
turan 0,5 mg CNTs. Por otra parte, dos mecanismos
de transduccion diferentes fueron ensayados por
Chen (Chen, 2001) con el fin de medir la sensibilidad
de la deteccion de anticuerpos. Uno de ellos consistié
en formar una pelicula ultra delgada de CNTs sobre
una superficie de un cristal de cuarzo y los cambios en
masa fueron medidos por micro balanza igualmente
de cuarzo. El segundo involucré el desarrollo de un
transistor formado por un nanotubo (como puente) y
dos electrones de Ti/Au. El antigeno, un factor de em-
palme UIA ARN, fue conjugado con Tween 20 el cual
a la vez se adsorbe facilmente al cuerpo de los CNTs.
La detecciéon de un auto anticuerpo especifico para
ambos sistemas fue menor a | nM.

No obstante, muchas veces el tamafio promedio
de ciertas proteinas como las inmunoglobulinas (7 —
8 nm, IgG humana, 170 kDa) puede ser un factor que
afecte la estabilidad del enlazamiento (los diametros
de CNTs varian entre | — 2 nm) (Kam, 2005). Debi-
do a este impedimento se ha encontrado (Chen,
2001b) que ferritin no es capaz de adsorberse direc-
tamente sobre CNTs; en el caso de proteinas como
las peroxidadas o quimotripsina se encontré que los
valores estdn alrededor de 0,5 — 0,6 mg de proteina
por cada mg de CNTs (Karajanagi, 2004). Asi, la can-
tidad de anticuerpos adsorbidos por unidad de peso
de nanotubos es uno de los parametros mas criticos
para el desarrollo de biosensores.

3.2 Conductores eléctricos

Como se ha mencionado anteriormente, las propieda-
des eléctricas de los CNTs (e.g., conductividad) con-
ceden a estos nanomateriales caracteristicas Unicas.
CNTs han sido empleados como electrodos a fin de
mediar en reacciones de transferencia de carga en un
medio acuoso con especies electroactivas (Britto,
1996; Campbell, 1999; Chen, 2003; Luo, 2001; Wang,
2003b). Electrodos de CNTs fueron empleados para
examinar la oxidacion de dopamina a dopaminaqui-
nona, la cual demostré una reversibilidad ideal en vol-
tametria ciclica y fue significantemente superior a las
observadas en otros electrodos de carbono (Britto,
1996).
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Figura 6. Representacion gréfica de la base para el desarrollo
de un electrodo empleado en la inmovilizacion y transporte
de carga con biomoléculas. El electrodo esta conformado
por un ensamble ordenado de CNTs alineados verticalmen-
te sobre una superficie de atomos de Au. Obsérvese como
las puntas derivatizadas del nanotubo interactiian via cova-
lente con la superficie metdlica (i.e. -CO-NH-S-Au) y via
no covalente con la biomolécula (e.g. enzimas oxidoreducta-
sas) permitiendo asi el flujo de carga entre ambos sistemas.
Fuente: Flavio F. Contreras-Torres.
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En términos generales, la construccién de un
electrodo de nanotubos de carbono es muy simple y
basicamente consiste en formar una pasta de CNTs
(ca. 10 mg) con bromoformo (ca. 10 ul). La pasta pos-
teriormente se introduce en un pequefio tubo de vi-
drio de aproximadamente 8 cm de largo y 3 — 5 mm
de didmetro. Entonces, en un extremo del tubo que
contiene la pasta de CNTs se inserta un alambre de
platino (Pt), (aunque también se ha empleado cobre)
y su extremo libre se sujeta al tubo de vidrio con cin-
ta de embalaje. Sin embargo, otras alternativas para
preparar microelectrodos de fibras CNTs también se
han desarrollado (Wang, 2003b). Las fibras de CNTs
(ver Vigolo, 2000) son preparadas por un proceso de
hilado que involucra la inyeccién de una suspensién
acuosa concentrada de CNTs a un bafo para su coa-
gulacién. Este proceso de preparacion da como resul-
tado una novedosa forma de obtener redes interco-
nectadas de CNT con diversos polimeros. Las fibras
de CNTs son posteriormente activadas a 300 °C por
| h. Las ventajas de estos electrodos tipo fibras ha si-
do demostrada en reacciones electrocataliticas con
importantes biomoléculas como el NADH o la dopa-
mina.

Por otra parte, los Ultimos avances en la produc-
cion de arreglos ordenadamente alineados de CNTs
han demostrado ser otra ruta para el desarrollo de la
nanotecnologia de biosensores (Chattopadhyay,
2001; Liu, 2000; Wu, 2001). Para este caso, el ensam-
ble orientado de CNTs cortos normalmente viene
acompafado de un ataque covalente sobre los extre-
mos del nanotubo y donde uno de los extremos es-
td adherido a una superficie que presenta particulas
metélicas. De esta forma el arreglo permite transpor-
tar carga electrénica desde un extremo al otro, for-
mando un lugar donde se pueden adherir biomolécu-
las (Figura 6).

3.3 Transistores de efecto de campo

De acuerdo a la electrénica molecular la tecnologia
de los transistores nanoarquitecturados podria desa-
rrollarse también a partir CNTs (Avouris, 2002; Brad-
ley, 2003; Javey, 2004). En general, la base de los tran-
sistores de efecto de campo (FET, por sus siglas en in-
glés) son dispositivos de conmutacién de tres termi-
nales que consisten en un semiconductor conectado
a dos electrodos metalicos. Mediante la aplicacién de
un voltaje a uno de los electrodos, el material semi-
conductor puede pasar a un estado aislante. Dado las
propiedades conductoras de los materiales, muchos
de los FET han sido desarrollados para trabajar a ba-
jas temperaturas. No obstante, Tans y colaboradores
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Figura 7. Representacion grafica de un transistor de efecto
de campo (FET, por sus siglas en inglés) donde la nanotecno-
logia ha incorporado un nanotubo de carbono entre los dos
electrodos de oro.

(Dekker, 1998) han desarrollado FETs que trabajan a
temperatura ambiente, a partir de, CNTs metalicos.
Basados en este disefio otras investigaciones también
se han enfocado al desarrollo de nanosensores reem-
plazando al electrodo de estado sélido por molécu-
las que modulan la conductancia en el nanotubo
(Bradley, 2003b; Collins, 2000; Kong, 2000; Someya,
2003; Star, 2003, 2004).

Recientes investigaciones (Bradley, 2004; Star,
2003b) han demostrado, a través de los FET basados
en CNTs (CNTFET, para acortar), la capacidad de de-
teccion de interacciones antigeno-anticuerpo. En par-
ticular, enlaces no especificos para el par Biotinia-Es-
treptadivina fueron detectados y donde la biotina
previamente fue adherida al cuerpo del nanotubo con
una capa del copolimero PEI/PEG. El proceso de en-
lazamiento del anticuerpo al CNT funcionalizado con
el antigeno fue detectado por analisis microgravimé-
tricos. Por otra parte, la detecciéon de cyt c via los
cambios en las propiedades de transporte electroéni-
co de un transistor CNTFET también ha sido repor-
tada (Boussaad, 2003).

Finalmente, nanotransistores basados en nano-
circuitos grabados de ADN (Keren, 2002 & 2003) han
sido desarrollados para la deteccién de proteinas (Fi-
gura 7). La conexion precisa de los nanoelectrodos
de oro (Au) con un CNT fue realizada por medio de
un ensamble bioquimico. Los artefactos exhiben in-
crementos caracteristicos en la relacién corriente vs.
voltaje.

Conclusiones

Con el advenimiento de la nanotecnologia muchos
cambios fundamentales en la forma de concebir al

—o-

mundo estaran pronto por presenciarse. Biotecnolo-
gia y ciencia de materiales son los campos que esta-
ran mas comprometidos con dicho desarrollo tecno-
l6gico. Un camino, sin limites claros, estd por descu-
brirse abordando las preguntas no resueltas y captan-
do todas las oportunidades que nos ofrecen los na-
notubos de carbono como trasportadores de carga y
soportes moleculares. La presente revision se ha en-
fatizado principalmente en el uso de nanomateriales
biohibridos para usos biomédicos, por ejemplo, dada
la incorporacion de ADN con nanotubos de carbono
se puede abrir la posibilidad para el desarrollo de
biosensores especificos. Se ha demostrado cémo el
desarrollo de contactos eléctricos directos por me-
dio de nanotubos de carbono entre enzimas como
las reductasas y electrodos macroscépicos represen-
ta el puente de enlace entre la tecnologia de los bi-
sensores y la nanotecnologia. Dichos novedosos sis-
temas biohibridos enzimas/CNTs podrian permitir la
generaciéon de sorprendentes aplicaciones tecnoldgi-
cas como nanoceldas de biocombustibles. Las pers-
pectivas actuales para el desarrollo de nanosistemas
biohibridos son alentadoras, sin embargo, la integra-
cion de CNTs con otros materiales electrénicos co-
mo polimeros conductores o nanoparticulas metali-
cas es también un drea de estudio con prometedores
avances tecnoldgicos. Fundados en los avances pre-
sentados, tanto los estudios como el desarrollo de
aplicaciones en nanobiotecnologia se anticipa como
una nueva rama de las ciencias inter disciplinarias.
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