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RESUMEN

En los dltimos afios la inclusion de métodos de coOmputo ha ido creciendo por las
investigaciones realizadas en el campo de la biomedicina, ya que es una herramienta
atil para aumentar la probabilidad de un resultado aceptable en su ejecucion
experimental. Tal es el caso del acoplamiento y la dinamica molecular, los cuales
permiten relacionar y predecir la interaccion entre dos o mas moléculas,
generalmente entre un ligando y un receptor celular, donde el objetivo es entender
como interaccionan las moléculas a nivel atbmico y molecular, asi como esta
interaccion influye en el comportamiento de la funcion bioldgica.

La dispersiobn de los nanotubos de carbono ha sido un tema para tratar en
investigaciones actuales, al igual que la conjuncién de biomoléculas y la manera de
interaccionar con ellos; por lo que las pruebas in-silico son una buena opcién para
evaluar el comportamiento molecular de los nanocompuestos; una de estas opciones
es mediante acoplamiento molecular (docking) y dinamica molecular utilizando HEX
6.3 y Amber20, donde los sitios de reconocimiento o interaccion pueden ser
visualizados. En este proyecto se evalué por analisis in-silico la interaccién de
nanotubos de carbono de pared simple con biomoléculas en diferentes solventes
para el estudio de estabilidad molecular y dispersion.

Las biomoléculas analizadas fueron Phaseolus lunatus, Sambucus nigra,
Concanavalina-A, B-glucosidasa, a-glucosidasa y celulosa sintasa. El analisis por
docking permiti6 visualizar la interaccion de los NTC en la formacion de
nanocompuestos con estabilidad sin perder su actividad quimica. Esta informacion
permite seleccionar un método adecuado para mejorar la dispersion de los NTC y

predecir su comportamiento en diferentes solventes en una prueba experimental.

Palabras Claves: Nanotubo de carbdn, dispersion, biomolécula, acoplamiento,

dinamica molecular.



ABSTRACT

In recent years the inclusion of computational methods has been growing due to the
research carried out in the biomedical field, since it is a useful tool to increase the
probability of an acceptable result in its experimental execution. Such is the case of
docking and molecular dynamics, which allow relating and predicting the interaction
between two or more molecules, generally between a ligand and a cell receptor,
where the objective is to understand how molecules interact at the atomic and
molecular level, as well as how this interaction influences the behavior of biological
function.

The dispersion of carbon nanotubes has been a topic for current research, as well as
the conjunction of biomolecules and the way to interact with them; so in-silico tests
are a good option to evaluate the molecular behavior of nanocomposites; one of
these options is by molecular docking and molecular dynamics using HEX 6.3 and
Amber20, where the recognition or interaction sites can be visualized. In this project,
the interaction of single-walled carbon nanotubes with biomolecules in different
solvents was evaluated by in-silico analysis for the study of molecular stability and
dispersion.

The biomolecules analyzed were Phaseolus lunatus, Sambucus nigra, Concanavalin-
A, B-glucosidase, a-glucosidase and cellulose synthase. The docking analysis
allowed visualizing the interaction of NTCs in the formation of nanocomposites with
stability without losing their chemical activity. This information allows the selection of
a suitable method to improve the dispersion of NTCs and to predict their behavior in

different solvents in an experimental test.
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I. INTRODUCCION

El descubrimiento de los nanotubos de carbono (NTC’s) en Japon por S. Jijima en
1991 15, mostro la versatilidad del carbono como elemento; conforme a la disposicion
atomica del elemento. A partir de su descubrimiento hasta la actualidad estos son de
interés debido a que en diversos estudios han demostrado caracteristicas
fisicoquimicas, eléctricas, mecanicas y biolégicas que permiten su uso, en todos los

campos de la ciencia, desde la tecnologia hasta la biomedicina.

De acuerdo con los estudios realizados el grado de enrollamiento y la manera como
se conforma la lamina original, permite obtener nanotubos de distinto diametro y
geometria interna. Los nanotubos conformados por una sola lamina hexagonal de
carbonos, se denominan nanotubos monocapa, o SWNTs (Single-WalledNanotubes),
estos poseen morfologia simple y de acuerdo a la orientacién del eje del tubo con
respecto a la red hexagonal, la estructura puede definirse a través de su vector quiral
(n,m).

Existen también nanotubos cuya estructura se asemeja a la de una serie de tubos
conceéntricos, incluidos unos dentro de otros a modo de "mufiecas matriuska" y
l6gicamente de grosores crecientes desde el centro a la periferia. Estos ultimos son

los nanotubos multicapa o MWNTSs (Multi-walledNanotubes) (2.

A la estructura molecular de los nanotubos de carbono se le atribuyen las
propiedades mecanicas y eléctricas de este material, debido a la presencia de los
enlaces covalentes en su estructura y a la interaccién débil entre sus capas que lo
conforman ya que los enlaces no solo estan constituidos por hidridaciones sp?, la
curvatura en las hojas que conforman la estructura del grafeno en el tubo hibridado,
forman orbitales o y 1, que producen en la hoja una mezcla de los enlaces
carbono-carbono, esta mezcla es importante para la funcionalizacion de los
nanotubos de carbono ya que en este proceso se adicionan grupos funcionales a

la capa externa del mismop). Una caracteristica distintiva de los nanotubos de



carbono en su composicion es que tienden a formarse agregados o aglomeraciones
en su formacion o en suspension, lo que implica un aspecto que en lo general se le
atribuye a la morfologia que presentan, asi como a las fuerzas de Van der Waals o a
la presencia de enlaces - T interactuando hidrofébicamente entre los tubos, asi
como a su curvatura que dependen de la interaccion esencialmente constituida por la

hibridacién que presentan (4.

Para aplicaciones bioldgicas, es importante considerar la dispersion de los NTC para
conseguir una adecuada interaccion biologica, distribucion y gradualmente su
eliminacioén; por lo que la funcionalizacion con grupos quimicos adecuados aumenta
la compatibilidad en sistemas biolégicos y mejora la dispersion en soluciones
acuosas, la funcionalizacién con grupos quimicos se posiciona en los extremos de
los NTC, sin embargo, la interaccion con biomoléculas se realiza en la capa externa
de este.

Para ello se han utilizado reacciones covalentes y no covalentes con diversas
sustancias; siendo frecuente la funcionalizacibn mediante la inmersién en acido
sulfirico y acido nitrico para la adicion de grupos carboxilos (-COOH) para
posteriormente adicionarles biomoléculas, esto debido a la modificacion covalente.
En la funcionalizacién no covalente es comun el uso de polidopamina, un ejemplo es
el tratamiento superficial inspirado en las ostras; este tipo de modificacion 5 puede
llegar a reducir la agregacion de los NTC ademas de que mejora la dispersion.

Se han reportado técnicas utilizadas para aumentar la dispersion de los compuestos
hibridos desarrollados NTC- biomolécula como el ultrasonido y las microondas,
mejorando la interaccion entre los grupos funcionales y los enlaces sp? del nanotubo
de carbono 5], con la finalidad de que la dispersién sea homogénea. El ultrasonido se
ha utilizado en diversos estudios y tratamientos quimicos adicionales como la
oxidacion con acidos y la reaccion con radicales libres ademas del uso de polimeros
y abrasion laser. En la irradiacion con microondas se puede iniciar la polimerizacion

de los NTC a partir de un mondémero; sin embargo, la dispersién de los NTC ha



generado un punto de interés en su estudio debido a la interaccion que se tiene en

los atomos de carbono.

Considerando esta informacion, el objetivo de este proyecto fue evaluar mediante
analisis in silico la interaccion de nanotubos de carbono con biomoléculas en

diferentes solventes para el estudio de su estabilidad molecular y dispersion estable.



[I. ANTECEDENTES

En los dltimos afios los nanomateriales han sido objeto de investigacion en el campo
de la biomedicina ya que es parte fundamental en el interés clinico, debido a la
conformacion de los materiales y la interaccion con sistemas biolégicos, su estudio
se ha enfocado en su uso como herramienta en el diagndstico y tratamiento
principalmente en enfermedades terminales tales como el cancer, Alzhéimer entre
otros s1. Se han desarrollado una gran cantidad de nanomateriales para diversas
aplicaciones como la imagenologia, el transporte de farmacos, estudios dirigidos a
células, marcadores bioldgicos e incluso en ensayos in vitro o0 in vivo en animales,
como una alternativa a la gama de estudio para estos nanomateriales. Sin embargo,
no se han logrado resultados a gran escala debido principalmente a que la dispersion
de los NTC’s no llega a ser homogénea debido, a que la orientacion y ondulacién de
los NTC’s no es uniforme, esto no solo en la aplicacion en sistemas biologicos sino
también en robdtica, eléctrica, mecanica, etc, las cuales son ramas de aplicacion de

estos nhanomateriales [4-6].

Las propiedades que presentan los nanomateriales influyen en la interaccién entre
los seres vivos y su entorno, por lo que es importante considerar la dispersiéon de los
nanomateriales, asi como la compatibilidad para los sistemas biol6gicos. Las
nanoparticulas se clasifican en organicas, como son los liposomas, glicoproteinas,
enzimas, particulas tipo- virus, bacterias, entre otras. También existen las
nanoparticulas inorganicas como son aquellas que se componen de O0xidos de metal
0 metales, y también existen las nanoestructuras de carbono, como son los
fullerenos o los nanotubos, los cuales de acuerdo con las propiedades que presentan

se han convertido en una buena opcion en la investigacion en el area clinica [s.

Con las nanoestructuras de carbono se han desarrollado en los ultimos tiempos

materiales donde se han utilizado diversas técnicas de funcionalizacién teniendo



como punto fundamental los enlaces que presenta la estructura, por lo que se
pueden realizar funcionalizaciones covalentes o no covalentes. En general la
funcionalizacion para la aplicacion biologica se ha realizado con glicidos, enzimas o
acidos organicos, entre otras; los cuales logran la compatibilidad requerida para uso

en sistemas bioldgicos.

La funcionalizacion se define como la modificacion de propiedades quimicas por la
adsorcion de atomos o moléculas en la pared externa de los NTC’s, produciendo una
ruptura molecular que se posicionan en los extremos de los NTC’s y donde pueden
ser insertados grupos funcionales compatibles para su aplicacion en diversos
campos. Las propiedades fisicas o quimicas de la superficie de los compuestos NTC,
como la dispersiébn son importantes para obtener propiedades biolégicas del
nanocompuesto lo cual permitird que las interacciones con las moléculas biologicas

sean mejor s).

Se han desarrollado diversas formas de funcionalizacion derivadas de la aplicacion
de los NTC, de las mas utilizadas son las covalentes las cuales permiten ventajas
para la estructura de los NTC, estos enlaces actian como sitios de sustitucién para
la funcionalizacién en reacciones de sustitucion secundaria posible, ademas de que
conducen a una mayor solubilidad en agua y disolventes orgénicos y por ultimo los
grupos hidrofilicos integrados en las paredes exteriores de los NTC hacen a estos
con capacidad de compatibilidad mayormente elevada, sin embargo al cambio de
hibridacion en los enlaces sp? existe una pérdida de material significativa [s). Para la
funcionalizacion no covalente los grupos funcionales en las paredes de los NTC son
multiples, esto quiere decir que pueden ser adheridos a las paredes varios de ellos,
donde se mantienen las partes hidrofébicas de las moléculas adheridas a través de
fuerzas de Van Der Waals, y otras interacciones. Otra de las ventajas de esta
funcionalizacion es que los NTC pueden ser encapsulados en polimeros esto puede
aumentar el nivel de dispersion en matrices poliméricas y de solventes organicos;

ademas de aumentar la capacidad eléctrica de los NTC, dando lugar a



nanoparticulas metalicas o nanocables metalicos. La funcionalizacién covalente une
grupos carboxilicos a través de interacciones de apilamiento de los enlaces, creando
una dispersion acuosa con mayor estabilidad y neutralizando la citoxicidad de los
NTC, siendo esta funcionalizacién la mas utilizada en las investigaciones bioldgicas
71.Para el desarrollo de los nanocompuestos se han desarrollado diversas técnicas
que incluyen el encapsulado basandose en distintos materiales, como vehiculos
transportadores, los cuales apuntan a que los liposomas sean una alternativa viable

como autoensamblaje de materiales g).

El docking molecular como concepto surgio en la década de 1970 con los primeros
acercamientos para la modelacion de interaccion entre las moléculas biologicas, asi
como posteriores estudios en las décadas subsecuentes, la integracion de la
inteligencia artificial y el maichine learning ayudaron al avance de esta técnica de
estudio, por lo que ha mejorado aun mas la capacidad de predecir interacciones
moléculas complejas; sin embargo esta técnica sigue evolucionando y se beneficia
de los continuos avances en bioinformética, computacién de alto rendimiento y
técnicas experimentales. Esta herramienta se ha convertido en un componente

esencial en el disefio de farmacos y en la investigacion biomédica.



[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nanotecnologia aplicada al estudio de la biologia ofrece un campo amplio para la
investigacion y la implementacién de NTC’s por sus caracteristicas fisicoquimicas,
eléctricas y mecanicas que ofrecen aplicaciones potenciales, para ello es importante

definir el tipo de funcionalizacién para dichas aplicaciones.

La funcionalizacion ha sido un problema recurrente para el uso de este nanomaterial
en aplicaciones biologicas, ya que uno de los principales desafios es lograr la
interaccidn y estabilidad molecular de los nanocompuestos. Para que este proceso
ocurra, se emplean cominmente solventes organicos, que rompen los enlaces de los
nanotubos de carbono (NTC) e introducen nuevos grupos funcionales. Estos grupos
permiten la interaccion entre los NTC y las moléculas organicas. Se han revisado
estudios de modelado de fluidos y nanoparticulas en los que se consideran
caracteristicas especificas de los compuestos, como la interaccion entre
nanoparticulas, para predecir la dispersion en sistemas acuosos y su afinidad [s-g).
Estos estudios representan una alternativa viable para que el desarrollo experimental

logre la estabilidad de los NTC funcionalizados con biomoléculas.

El estudio de la interaccion molecular del nanocompuesto biol6gico mediante el uso
de la técnica de dinamica molecular permite obtener datos que se encuentran
directamente relacionados con la biocompatibilidad y estabilidad atémica del
nanocompuesto, dando oportunidad de mejora en los estudios de investigacion

relacionados con los nanomateriales.

Preguntas de investigacion

¢, Cuales son las técnicas de funcionalizacion de nanotubos de carbono de capa

simple (NTC) con biomoléculas que facilitan su dispersion en medios biolégicos?



¢Las interacciones moleculares entre NTC y biomoléculas pueden evaluarse por

Docking y predecir su dispersion y posible aplicacion biologica?



IV. HIPOTESIS

Mediante procesos de oxidacion y funcionalizacion no covalente los nanotubos de
carbono (NTC) interactian con biomoléculas como proteinas, carbohidratos y iones
en ambientes acuosos que favorecen su interaccion y dispersion en matrices de

naturaleza quimica y bioldgica, las cuales pueden ser evaluadas mediante docking.



V. JUSTIFICACION

Los NTC’s, son importantes, dadas las propiedades quimicas y fisicas que
presentan, sin embargo, este tipo de nanoestructuras presentan como limitante la
dispersién; ya que la estructura molecular de los NTC hidrofébica (C-C); esta mala
dispersion es mitigada mediante procesos de oxidacion y funcionalizacion para que
los NTC sean aplicados, sin embargo, dificulta su manipulacion e incorporacion de

matrices variadas de naturaleza quimica y bioldgicas.

La falta de un protocolo adecuado que permita obtener nanotubos de carbono
funcionalizados con moléculas biologicas con adecuada dispersién, asi como el
analisis de la interaccion molecular que presentan estos materiales da lugar a este
estudio. Se propone el andlisis mediante acoplamiento molecular (Docking) de la
interaccién entre un nanotubo de carbono y biomoléculas en diferentes solventes,
que no limiten la capacidad de interaccion. Este andlisis permitira analizar la
compatibilidad entre los NTC y las biomoléculas y predecir la estabilidad entre los

nanocompuestos desarrollados.

El analisis de la interaccion y estabilidad de los nanocompuestos permitira a nuevas
investigaciones la mejora de la dispersion de los nanomateriales, asi como las
alternativas viables para el uso de los nanotubos de carbono y sus caracteristicas
deseables tales como la nulidad de la citoxicidad, compatibilidad y dispersion
adecuada para su aplicacién en estudios biol6gicos, asi como en futuras aplicaciones

en diversos campos de estudio.



VI. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar mediante andlisis in silico la interaccion de nanotubos de carbono con
biomoléculas en diferentes solventes para el estudio de su estabilidad
molecular y dispersién estable.

Objetivos especificos

* Analizar mediante docking la interaccién de los nanotubos de carbono con
distintas biomoléculas.

* Analizar por dinamica molecular la formacion de un nanocompuesto NTC-
biomolécula, con alta estabilidad y actividad quimica.

* Identificar un solvente adecuado que permita al nanotubo de carbono
mantener un campo electrénico estable e interaccién con la biomolécula sin

comprometer su estabilidad.



VIl. MARCO TEORICO

Los NTC's muestran una interesante combinacion de propiedades como son su alta
resistencia a la traccion, la rigidez, elasticidad, conduccion eléctrica, movilidad de
electrones, alta conductividad y estabilidad térmica, almacenamiento de energia,
entre otras. Sin embargo, uno de los mayores problemas de este material es su poca
capacidad de dispersion debido a que su estructura es sumamente estable y
reactiva; lo que ha dificultado su utilizacion en diversas aplicaciones, como las
biologicas, y un ejemplo claro es que pueden funcionar como liberadores de
farmacos: ya que su estructura hueca se a aprovechado para que su funcion sea
selectiva en la entrega del farmaco en las células afectadas y se considera que
disminuiran las secuelas en los tratamientos clinicosie, pero su poca capacidad de

dispersién limita estos estudios.

La funcionalizacion se basa en la generacion de grupos funciones en los extremos
del nanotubo de carbono, estos se introducen a la pared externa mediante diversos
métodos tales como: fluorescencia, deposicion de nanoparticulas, envoltura
polimérica, absorcion polimérica, encapsulado, deposicion de metales entre otros. La
finalidad de este procedimiento es contribuir a reducir las fuerzas de atraccion de van
del Walls de largo alcance, una mejora en la dispersién, solubilidad en fluidos, asi
como en el aumento de la interaccion de las moléculas depositadas, es decir la
interacciéon del NTC-matriz /disolvente y por consecuencia el cambio de las
propiedades de los nanocompuestos producidas. Un ejemplo de ello es mediante la
oxidacion quimica de NTC's se pueden agregar diversos grupos funcionales como
acidos carboxilicos, aminas y amidas. Ademas, se ha utilizado la quimica del
diazonio para la Introduccion de disulfuro de fenilo, siendo éste un método para

Introducir facilmente radicales arilos de tipo covalente a los NTC's [10].

Sin embargo hay diversos estudios que limitan el uso de los nanotubos de carbono

en biomoléculas es la toxicidad , la relacion dosis-respuesta es uno de los puntos



relevantes en las pruebas biologicas actuales, ya que determina los posibles efectos
biolégicos que puedan producir, ya que los nanotubos de carbono pueden
desencadenar efectos biolégicos no estudiados, sin embargo para contrarrestar
estos se han utilizado métodos de resuspension en soluciones salinas, el uso de

liposomas como recubrimientos [11).

7.1 Propiedades generales de NTC

Desde su descubrimiento en 1991 por lijima, cuya descripcion se refiere a la
construccion de fullerenos alargados que constan de paredes de carbono
hexagonales y presentan hibridacién sp? , que durante su sintesis generalmente
estan tapados en cada extremo, y estan constituidos de una o mas capas cilindricas
concéntricas de laminas de fullerenos; ademas de que tienen caracteristicas fisicas
de un sélido y son considerados microcristales con elevadas relaciones de aspectos
de 1000 a més, y cuyo diametro varia desde su sintesis hasta su funcionalizacion [s2].

Los nanotubos de carbono tienen una alta capacidad de dureza, resistencia y
flexibilidad. Asi como también son excelentes conductores de calor y eléctricos. Y su
peso es bajo. Estas propiedades hacen que sean Utiles en varios campos de

aplicacion.
7.1.1 Estructura de los NTC

Los nanotubos de carbono se clasifican de acuerdo con su geometria y didmetro
quiral o helicidad.

a) Geometria: se clasifican con el numero de capas o laminas de fullereno que
contenga, estas pueden ser Nanotubos de Capa Unica (SWNT) el diametro
aproximado de estos NTC es de 0.4-2nm con una longitud de 0.2-5 pm y nanotubos
de multiples capas (MWNT), el diametro aproximado es 2-100 nm y cuya longitud es
indeterminado aunado a ello el promedio entre capa de estos nanotubos de carbono

es de 0.38 nm de acuerdo a bibliografia consultada [1-32].



Figura 1: Representacion grafica de Nanotubos de Carbono. A) Nanotubos de carbono de
pared unica (SWNT). B) Nanotubo de carbono de pared multiple (MWNT)

Fuente: Modelado en “ Nanotube Modeler”

b) Didmetro quiral o helicidad

Su clasificacién general con respecto a esta caracteristica se basa en la simetria de

reflexion que posee los enlaces C-C., estos pueden ser quiral o no quiral.

Los nanotubos quirales se caracterizan por que simetria de reflexion y son
isomorficos se consideran quirales si (n>m>0) y tienen una helicidad de 0° < ¢ <30°.
Los nanotubos no quirales posee en su estructura una simetria de reflexion y son
isomorficos, ademas que se pueden clasificar como zigzag y armchair. Los zigzags
tendran una helicidad de ¢=0° y si n=m. Los nanotubos armchair poseen un una

helicidad de $=30° y si m=0. Esquematizado se puede definir como:



Figura 2. Vector Roll-up que define las estructuras de los Nanotubos de carbono
Fuente: Nanomaterials 2021, 11,967

7.1.2 Propiedades térmicas

Dentro de las propiedades térmicas de los nanotubos de carbono es la conductividad
térmica pueden llegar a ser altas como 6000 W/mK a temperatura ambiente,
comparado con un alétropo de carbono que solo transmite 3320W/mk (diamante).
Ademas, que la temperatura soportada oscila entre los 2800°C al vacio y 750°C al

aire libre.

Es importante sefialar que los nanotubos de carbono sus caracteristicas térmicas

pueden llegar a modificarse al ser combinados con otros materiales.

7.1.3 Propiedades mecanicas

De acuerdo con la bibliografia esta propiedad esta ligada a las propiedades
estructurales del nanotubo de carbono, ya que la formacién de enlaces C-C son
fuertes, estables y flexibles, pero una vez se cierran para formar una estructura
tubular estas propiedades se incrementan considerablemente 321. Como resultado los

nanotubos son considerados materiales altamente duros y flexibles como un



comparativo pueden llegar a ser 200 veces mas fuerte que acero y mas flexibles que

la fibra de carbono.
Gran resistencia a la traccion. Al menos 45 mil millones de pascales).

Extremadamente flexibles. Pueden doblarse hasta formar angulos muy agudos sin

sufrir deformaciones ni dafos en su estructura.

7.1.4 Propiedades eléctricas

Son las caracteristicas mas afectadas por la geometria y estructura de los tubos, de
modo que practicamente puede decirse que los nanotubos podrian fabricarse para
ser aislantes, semiconductores o comportarse como un metal, de acuerdo con
nuestra necesidad. Destaca su altisima conductividad, que puede llegar a ser de
unos mil millones de amperes por centimetro cuadrado, 6sea, mil veces superior a la

de los alambres de cobre.
7.1.5 Toxicidad

Debido a la estructura que posee el nanotubo de carbono que esta constituido por
laminas de fullerenos y presentan una hibridacién sp? asi como sus propiedades
fisicas, quimicas eléctricas y termodinamicas, se ha considera como objeto de
estudio en el campo de la biomedicina sin embargo, como objeto de discusion es la
toxicidad del mismo, ya que en multiples estudios los efectos toxicos que presentan
los NTC se deben principalmente a sus similitudes estructurales con fibras diminutas
(tumores malignos), por lo que se han relacionado con la modificacion de la

superficie, el grado de agregaciéon y concentracion de los nanotubos de carbono.

En un estudio realizado por la colaboracién del centro de investigacion de ingenieria
de técnicas de descubrimiento y preparacién de Medicina china moderna, Ministerio
de Educacion y la Universidad de medicina Tradicional en china, mediante una

prueba experimental in vivo, donde se realizaron pruebas de toxicidad en tumores



cancerigenos utilizando nanotubos de carbono como portadores de farmacos en que
se determind la relacion de la toxicidad depende de su reactividad quimica,
caracteristicas superficiales, capacidad de combinacion con proteinas corporales y el
tamafo del NTC. De igual manera se observo que aumenta el riesgo de citoxicidad
en un organismo bioldégico debido a que los NTC libres (no dispersos) quedan
retenidos en el organismo tras la disociacion del farmaco causando darfios

secundarios [34].

Sin embargo, existe un alto potencial en el desarrollo de los NTC combinados con
estructuras biolégicas compatibles, que pueden evitar los posibles efectos téxicos y

mejorar la biocompatibilidad para garantizar la seguridad clinica [34).

7.2. Funcionalizacién y dispersion de nanotubos de carbono en aplicaciones

biolégicas

Los NTC funcionalizados a lo largo de su estudio se han utilizado como sustrato
para inmovilizacion o movilizaciéon de una o mas variedades de biomoléculas para el
desarrollo de nanomateriales especificos tales como biosensores, transportadores,
nanomaterial bioactivos entre otras, la funcionalizacion de los NTC consiste
esencialmente en la adicion de grupos funcionales que ayudan en la interaccion
molecular de los componentes a agregar, disminuyendo las fuerzas de atraccion de
Van der Waals provocando en las paredes externas de los NTC la capacidad de
reactividad ante la presencia de nuevos grupos funcionales adicionandoles nuevas
caracteristicas como pueden ser la solubilidad, adsorcion de iones, biocompatibilidad
y biodegradacién, adicibn de metales o no metales, entre otrospio.Las principales
técnicas de funcionalizaciones se dividen en Endohedral y Exohedral. De la cual la

funcionalizacion Exohedral es la mas utilizada en las aplicaciones bioldgicas.



7.2.1 Funcionalizacion exohedral

La funcionalizacion exohedral se desarrolla mediante el anclaje de moléculas a
través de métodos fisicos o quimicos donde su objetivo es la adicién del moléculas o
grupos funcionales a las paredes externas o superficiales de los NTC ya sean de

pared simple o pared multiples cual quiera que fuera el caso.

Esta se subdivide en funcionalizacion covalente y no covalente, cuyas ventajas

principales es que no altera la estructura del NTC.

7.2.1.1. Funcionalizacion covalente

Se basa en la adicion de por unién directa de grupos funcionales a la superficie
expuesta de los NTC, tiene como ventaja que los enlaces covalentes actian como
lugares de sustitucion para la funcionalizacion, pueden dar paso a reacciones
secundarias de sustitucion, ademas que aumenta la solubilidad en agua y
disolventes organicos, los hace mas compatibles y biodegradables debido a los
grupos hidréfilos que fueron introducidos en la superficie; este tipo de
funcionalizacion se puede dar union directa de grupos funcionales tales como
fluoracién, hidrogenacion, cicloadiciones 1-3 polar, por especies reactivas, adicion

electrofilica entre otras.

7.2.1.2 Funcionalizacién no-covalente

Al igual que la funcionalizacién covalente se basa en la adicion de grupos
funcionales en la capa superficial del NTC, esta se puede dar, con surfactantes,
deposicion con metales, encapsulado polimérico, adsorcion polimérica, entre otros,
esta funcionalizacion tiene como ventajas la posibilidad de adsorber varios grupos
funcionales sin perturbar el sistema p que componen las laminas de grafeno, la union
de las partes hidr6fabas de las moléculas a las paredes laterales del NTC mediante
la interaccién de las fuerzas de Van der Waals, los NTC encapsulados en polimeros
son notablemente mas dispersos en matrices poliméricas y disolventes, sirven como

plantillas de electrodeposiciones y posteriormente como hilos conductores y



considerando como una ventaje importante es la unidén de grupos carboxilos a través
de interacciones de apilamientos p-p, creando asi una solucién acuosa estable

dispersando el material y limitando la citoxicidad [10).

7.2.2 Funcionalizacion endohedral

Se basa en la utilizacion del NTC como un tubo de ensayo, donde la es utilizado la
superficie interior del mismo donde se cree que la energia de los enlaces puede ser
mas fuerte para las moléculas absorbidas en comparacién con la funcionalizacién
exohedral, sin embargo es aun un espacio inexplorable ya que proporciona una un
espacio ultrapuro para la deposicion de otros materiales., esta cavidad interior puede
almacenar y proteger las moléculas huéspedes, se subdivide en encapsulados de
metales y sales metélicas; unas de sus ventajas de este proceso de funcionalizacién
son que pueden funcionar como portadores inteligentes a medida para atender
demandas especificas, los compuestos biolégicos sensibles a un punto de fusion
bajo pueden ser disueltos; sin embargo tiene desventajas considerables como el
cambio de hidridacion de sp? a sp?, sus propiedades especificas son modificadas, a
veces los NTC se consumen oxidativamente en el proceso de funcionalizacion, el
rendimiento del llenado Del NTC es bajo ( apenas superior a 20%), se reduce el
diametro del NTCjq).

7.2.3 Dispersion de NTC

Debido a las caracteristicas generales de los NTC, principalmente su forma
estructural, el proceso de dispersion esta estrictamente ligado a la funcionalizacion a
la cual es sometido el NTC; en el area de investigacion biologica los principales
procesos de dispersion de los NTC son realizados durante y después de su
funcionalizacion. Estos se evallan directamente por los métodos de caracterizacion a

los cuales son sometidas las muestras.

Actualmente en la bibliografia consultada la dispersién esta directamente evaluada

por la concentracion de NTC existentes en la muestra a estudiar, estimando dicha



concentracion mediante la curvatura de calibracion obtenida principalmente del
espectro de absorcion UV- Vis. Esto debido a que aumenta la absorcion a longitudes
de onda més bajas y esta relacionado con la dispersién Rayleigh, que muestra una
dependencia de la longitud de onda como A-4, y depende de la forma y el tamafio de

la muestra y a veces se denomina turbidez (s-11].

La calidad de los NTC’s utilizados en la experimentacion se ha examinado mediante
TEM, SEM y espectroscopia Raman.

7.3 Aplicaciones de los nanotubos de carbono con biomoléculas

A partir de su descubrimiento en 1991, los nanotubos de carbono han sido
ampliamente estudiados para su aplicacién biolégica debido a sus caracteristicas
especificas; por lo que en la actualidad los nanotubos de carbono funcionalizados
con biomoléculas representan una de las innovaciones con mayor impacto en la
nanotecnologia y la biomedicina. Son funcionalizados con biomoléculas como son
proteinas, acidos nucleicos, lipidos o anticuerpos, entre muchos mas, cuyo propdésito
es amplificar su biocompatibilidad y especificidad, lo que los convierte en

herramientas clave para una variedad de aplicaciones biomédicas.

Sin embargo, la aplicacion de NTC- biomoléculas enfrenta desafios con su posible
toxicidad, biodistribucion y eliminacion en organismos vivos, pero los avances en la
funcionalizacién quimica y el disefio de NTC biocompatibles han permitido superar
algunas estas limitaciones, promoviendo asi una relevancia en investigaciones

actuales.
7.3.1 Aplicaciones bioldgicas de los NTC's

Los NTC's son nanomateriales que muestran una diversidad de aplicaciones
potenciales que incluyen la terapia fototérmica, imagen fotoacustica, administracion
de farmacos y otras aplicaciones biomeédicas. El principal problema que se ha

suscitado en este tipo de nanomateriales para su aplicacién 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.

Entre las aplicaciones biologicas encontradas en la literatura se encuentra que
moléculas biolégicas como el ADN y carbohidratos pueden unirse de manera
covalente a SWNTC's funcionalizados. En donde la funcionalizacién de SWNTC's se
realizO mediante la oxidacion con HNOs3/H2SOs4, lo que integra grupos acido-
carboxilicos en la superficie de los SWNTC's, para posteriormente desarrollar la
reaccion con aminas como la etilendiamina y la ftalamida, para tener finalmente
funcionalidades terminales de amida y amina, los cuales pueden interaccionar y
unirse covalentemente con una diversidad de polimeros. Este tipo de hanomateriales
representan una posibilidad de uso en la biotecnologia, ya que las propiedades tanto

de los SWNTC's como de los materiales poliméricos se modifican [g].
7.3.2 Biosensores biol6gicos a base de NTC's

Una de las aplicaciones de mayor importancia en el ambito de los nanomateriales
dentro del &rea de la medicina y biotecnologia es la creacién de biosensores para la
detecciéon de diferentes metabolitos, en los que la funcionalizacién de NTC's resulta

importante

La deteccion de proteinas se puede llevar a cabo con un sistema semiconductor de
NTC's con anticuerpos y antigenos especificos, es importante considerar que los
NTC's poseen una afinidad natural por ciertas proteinas a través de interacciones
hidrofobicas o electrostaticas, por lo que la utilizacion de este biocompuesto es

considerado relevante y ampliamente estudiado [21].

Las biomoléculas se definen como compuestos de carbono, en la quimica de los
organismos Vivos se representan en mas de la mitad del peso seco de las células 21,
en bibliografia se considera que una gran cantidad de biomoléculas son derivados de

los hidrocarburos, compuestos que cuentan con un esqueleto de atomos unidos



covalentemente a los atomos de hidrogeno. Por lo que los hidrocarburos presentan
en su configuracion una estabilidad importante para su estructura y sus
caracteristicas. Los atomos de hidrogeno son reemplazados por grupos funcionales
lo que da lugar a los compuestos organicos. Los enlaces covalentes y grupos
funcionales que contienen las biomoléculas al igual que la distribucién de los atomos
en el espacio tridimensional tienen una gran importancia ya que pueden formar dos o
méas formas tridimensionales que no se pueden distinguir quimicamente, pero
contribuyen a la interaccion biologica; algunas biomoléculas a mencionar son
aminodacidos, proteinas, enzimas, polisacaridos, por mencionar algunos. De ahi la

importancia de la interaccidén con estructuras como los Nanotubos de carbono.

A través de interacciones supramoleculares y union de tipo covalente de las
biomoléculas en los NTC's, se han logrado inmovilizar ADN, proteinas y enzimas. Se
han desarrollado biosensores electroquimicos basados en combinar enzimas que
ayudan al diagnéstico clinico; donde las enzimas son inmovilizadas por NTC's y
retienen su actividad de biocatalisis. En ocasiones se utilizan matrices poliméricas
para que exista un entrecruzamiento de enzima y polimero para formar una pelicula
gue sirva como biocatalizador y sensor. Por ejemplo, se ha disefiado un biosensor en
el cual el platino parte de una matriz con NTC's, se inmovilizé la enzima glucosa

oxidasa que se utilizé para detectar ciertos metabolitos.

El reconocimiento biomolecular de los sensores esta asociado con propiedades de
macromoleculares como oligonucle6tidos y proteinas es por eso que se ha buscado
el desarrollo de la funcionalizacion de los NTC’s con estas biomoléculas. Los NTC's.
se han utilizado como portadores de materiales y en la biodistribucion de marcadores
celulares o radio-marcadores, los cuales se ha investigado in vivo con ratones con la
tomografia por emision de positrones. Se encontro que los NTC funcionalizados con

fosfolipidos fueron estables en la circulacion y el sistema reticuloendotelial.

Durante la investigacion de los NTC y su comportamiento ante la compatibilidad en

medios acuosos se han utilizado diferentes métodos donde predominan el uso de



acidos organicos como son el acido gélico y agua desionizada con vibraciones
ultrasénicas y multiples lavados mantiene dispersos los NTC de pared multiple 23,
otro ejemplo es la formacion de nanocomposito (NTC de pared multiple
funcionalizado con un glicolipido) donde el proceso de dispersion se realizé con una
base de agua Milli-Q y se dispersaron con sonicacion ademas de ser irradiados con

UV a 254 nm para lograr la fotopolimerizacion y obtener el nanocomposito [24].

Asi como la funcionalizacion con glicopolimeros sintéticos y su interaccién de lectinas
se utilizé para su funcionalizacion la solucion del 3-lactosa y agua desionizada por
medio de sonicacion se realiza la adicion de los NTC, estos resultados se
comprueban la interaccion de los glicopolimeros y las proteinas conduciendo a la
creacién de sensores Opticos para la deteccion de carbohidratos, que es una
caracteristica de las lectinas [251. También se han investigado la interaccion del ADN
y los NTC, los cuales se envuelve el ADN y los NTC mediante sonicacion y una
solucién de Dextrano (250 kDa) y PEG (1,5 kDa) se mezclaron con solucién
vortexada (7:3) (140 L) y una solucién acuosa de polivinilpirrolidona (PVP) al 10
(PVP; 0,33 L; 40 kDa), tras lo cual las soluciones combinadas se agitaron en voértex y

centrifugacion para la separacion de la solucidon en dos etapas 2s).
7.4 Técnicas de caracterizacion

Durante las procesos de investigacion, las técnicas de caracterizacion que son
frecuentemente utilizadas son Microscopia Electronica de Barrido (SEM),
Microscopia Electronica de Transmision (TEM), Espectroscopia RAMAN vy
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR),dichas técnicas dan
una perspectiva general de la dispersion de los nanocompuestos, sin embargo, no sé
a llegado a una estandarizacion para el comportamiento en soluciones acuosas de
los nanocompuestos provocando resultados muy diversos para la dispersion de estos

nanomateriales.



7.5 Modelado molecular

El modelado molecular es una técnica utilizada en quimica y bioquimica para
visualizar y estudiar la estructura tridimensional de moléculas y sistemas
moleculares. Implica el uso de técnicas computacionales y programas informéticos
especializados para simular el comportamiento y la interaccibn de atomos y
moléculas. ElI uso de los métodos informaticos o computacionales son una
herramienta innovadora dentro del modelado molecular y es utilizado para calcular
propiedades de interaccion entre las moléculas o simular resultados experimentales.
[35]-

Algunas aplicaciones comunes del modelado molecular incluyen:

Disefio de Farmacos: Los cientificos utilizan el modelado molecular para disefiar y
optimizar compuestos quimicos que puedan funcionar como medicamentos. Pueden
prever cOmo se unird una molécula a una proteina especifica y ajustar la estructura

para mejorar la eficacia.

Estudio de Proteinas y Enzimas: El modelado molecular se utiliza para comprender
la estructura tridimensional de proteinas y enzimas, lo que es crucial para entender
su funcién biolégica. También puede ser (til para estudiar como las moléculas se

unen y reaccionan entre si.

Quimica Tedrica: En el campo de la quimica teodrica, el modelado molecular ayuda a
predecir las propiedades moleculares y el comportamiento de las sustancias
guimicas sin la necesidad de realizar experimentos fisicos.

Simulaciones de Dinamica Molecular: Se utilizan para estudiar como las moléculas
se mueven y cambian con el tiempo. Esto es especialmente valioso para comprender
procesos bioldgicos y quimicos en una escala temporal y espacial detallada.

Para ello métodos computaciones que se clasifican en categorias como:



7.5.1 Calculo de campos de fuerza

Los campos de fuerza en el modelado molecular son descripciones matematicas y
algoritmos que se utilizan para calcular las fuerzas y las energias asociadas con la
interaccion entre atomos y moléculas; estiman la energia potencial de un sistema
bajo estudio y calculan las fuerzas de interaccién que actian sobre los atomos
involucrados. Estos campos de fuerza son esenciales para realizar simulaciones de
dindmica molecular y prever el comportamiento de sistemas moleculares a lo largo

del tiempo.

Un campo de fuerza consta de un conjunto de pardmetros que describen la energia
potencial entre pares de atomos o grupos de atomos. Estos parametros estan
basados en observaciones experimentales y calculos tedricos y se utilizan para
calcular las fuerzas interatomicas y, por ende, las trayectorias moleculares en

simulaciones computacionales.

Los campos de fuerza son fundamentales en la dinamica molecular (MD), donde se
calculan las fuerzas entre las particulas en cada paso de la simulacion, permitiendo

prever cédmo evolucionara el sistema molecular.

Son utilizados para realizar optimizaciones geométricas, es decir, encontrar la
disposicion tridimensional mas estable de los 4tomos en una molécula. De igual
manera los campos de fuerza son esenciales para predecir las estructuras
moleculares estables y entender como las moléculas interactlan entre si.

Los campos de fuerza permiten calcular la energia de enlace y evaluar las barreras
energéticas asociadas con las reacciones quimicas, lo que es esencial para

comprender y prever procesos quimicos.



7.5.2 Energia de dispersion de London

La energia de dispersion de London, también conocida como fuerzas de dispersion
de London o fuerzas de Van der Waals, es un tipo de fuerza intermolecular que actta
entre moléculas neutras. Estas fuerzas son atractivas y surgen debido a las
fluctuaciones temporales en la distribucion de electrones dentro de las moléculas.
Esto crea dipolos instantdneos que inducen dipolos en moléculas cercanas,

resultando en una atraccion mutua [4s].

Las fuerzas de dispersion de London desempefian un papel fundamental en las
interacciones intermoleculares, lo que les confiere numerosas aplicaciones en
distintos campos de la ciencia y la tecnologia. Estas incluyen la nanotecnologia y
ciencia de materiales, la biologia molecular, la farmacologia y la fisica de soélidos,

entre otros.

Algunas de las aplicaciones recientes de la influencia de las fuerzas de dispersion de

London son:

1. Almacenamiento de Energia: Los NTC se utilizan en baterias y supercapacitores
debido a su alta conductividad eléctrica y estabilidad mecanica. La dispersion estable
de los NTC mejora el rendimiento y la eficiencia de estos dispositivos, ya que evita la
formacién de agregados que podrian reducir la superficie activa y la conductividad
eléctrica [46].

2. Conductividad térmica y eléctrica: la adicion de NTC a materiales polimeros meja
significativamente su conductividad térmica y eléctrica. La correcta dispersion de
NTC, influenciada por las fuerzas de dispersion de London, asegura que las
propiedades mejoradas se mantengan homogéneamente distribuidas a lo largo del

material [47].



7.5.3 Métodos ab initio

Los métodos ab initio son enfoques tedricos en quimica computacional y fisica que
se utilizan para calcular propiedades y comportamientos de sistemas moleculares y
materiales desde principios fundamentales, sin depender de datos experimentales
previos. La expresion "ab initio" proviene del latin y significa "desde el principio”.
Estos métodos se basan en resolver las ecuaciones fundamentales de la mecanica
cuantica para describir la distribucion electronica y, a partir de ella, calcular
propiedades moleculares. En este método, las estructuras moleculares tienen como
base en la ecuacién de Schrodinger, los valores constantes fundamentales y el

namero atdmico de los atomos presentes.

7.5.4 Métodos semiempiricos

Se realiza una simulacién de mecanica cuantica como base los &tomos del sistema y
posteriormente un analisis empirico basado en clusters de la estructura atomica
equilibrada utilizando la identificacidn molecular como criterio. No se requieren datos
estandar de potencial quimico. Tiene una demanda computacional muy alta y

mientras mas compleja sea la molécula, también lo sera este método [3e].

7.6 Dindmica molecular

La dinamica molecular se puede definir como el analisis en el comportamiento o en la
evolucion de un sistema ya sea fisico, quimico o biolégico, donde se calcula las
fuerzas de atraccion de los atomos que lo conforman a través de ecuaciones del
movimiento de Newton. Asi también es utilizada para generar las trayectorias de
cualquier sistema compuesto de N numero de particulas donde se pueda calcular el
movimiento newtoniano, con especificaciones de interaccion interatbmico y el cual se
sepa condiciones iniciales y de frontera adecuada, que puede ser maleable a

condiciones especificas y llegar a un analisis de estabilidad intermolecular.



Estos pasos son una simplificacion del proceso general de modelado molecular y
pueden variar dependiendo de la pregunta cientifica especifica y las técnicas
utilizadas. Sin embargo, estos pasos brindan una idea general de cémo se lleva a

cabo el estudio de nuevas técnicas en biomedicina utilizando el modelado molecular.

Existen diversos tipos de dindmica molecular pero estos procesos o métodos a
utilizar pueden variar dependiendo de la pregunta de investigacién a la cual este

dirigida, como pueden ser.

1. Dindmica molecular clasica (MD): Es la simulacion méas utilizada en dinamica
molecular. En este enfoque, las particulas se modelan como esferas solidas con
cargas y se calculan sus movimientos mediante ecuaciones de movimiento clasicas
basadas en principios fisicos. Esta simulacion permite estudiar la evolucién temporal
de un sistema molecular, revelando informacion sobre las conformaciones, las

interacciones y la dinamica de las moléculas.

2. Dinamica molecular ab initio: A diferencia de la dinamica molecular clasica, esta
simulacién utiliza métodos cuanticos para describir las interacciones entre los
electrones y los nucleos de las moléculas. Esto permite tener en cuenta efectos
cuanticos y obtener resultados mas precisos para sistemas pequefios. Sin embargo,
debido a su alta complejidad computacional, esta simulacion es limitada a sistemas

moleculares pequenos.

3. Dindamica molecular hibrida: Combina métodos clasicos y cuanticos para simular
sistemas moleculares. Las regiones activas del sistema, como centros metalicos o
grupos reactivos, se describen utilizando métodos cuanticos, mientras que las
regiones restantes se tratan con métodos clasicos. Esta simulacion es util cuando se

busca un equilibrio entre resolucion y tiempo de célculo.



4. Dinamica molecular acelerada (AMD): Esta simulacion utiliza algoritmos
especializados para acelerar los movimientos de las particulas y reducir el tiempo de
simulacion. Por ejemplo, se pueden modificar las fuerzas intermoleculares para
mejorar la exploracion del espacio de fase y permitir que el sistema visite mas
conformaciones en menos tiempo. Esta técnica es Uutili cuando se necesitan

simulaciones a gran escala o cuando se busca muestrear eventos raros.

5. Dindmica molecular a temperaturas diferentes (TMD): Esta simulacion permite
estudiar la respuesta de un sistema molecular a cambios de temperatura. Se pueden
realizar simulaciones a diferentes temperaturas para investigar codmo cambian las
propiedades termodindmicas y estructurales del sistema, lo que es especialmente til
para el estudio de reacciones quimicas y transiciones de fase.

7.7 Docking o acoplamiento molecular.

El docking permite predecir y calcular la posicion de interaccién entre un ligando y
un blanco por medio de sus estados tridimensionales. Esta herramienta es altamente
flexible para la evaluar nuevas estructuras moleculares ya que no cuenta con un
método especifico para el manejo de las moléculas, sin embargo proporciona el
estado de protonacion de los &tomos, la identificacidbn molecular en el sitio activo, la
energia libre de Gibbs, el analisis de flexibilidad y los mecanismos de control de las
moléculas; ademas que cada estructura proteica a evaluar debe tener en cuenta

para el estudio del acoplamiento y la seleccion virtual de ligandos.

El docking molecular predice la orientacion preferida de una molécula cuando se une
a una diana, como una proteina, enzimas, membranas entre otro. Este método utiliza
funciones de puntuacion empiricas para evaluar la energia de interaccion entre las

moléculas [37].

Para el docking se consideran las siguientes etapas:



1. Preparacion de las estructuras: En primer lugar, se deben obtener las estructuras
tridimensionales del ligando y del receptor. Esto puede hacerse mediante técnicas
experimentales como cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear

(RMN), o a través de métodos computacionales de modelado molecular.

2. Preparacion del sistema: Es importante preparar adecuadamente el sistema antes
de llevar a cabo la simulacion de acoplamiento molecular. Esto incluye la eliminacién
de solvente, la adicion de iones necesarios y la asignaciéon de parametros de fuerza

apropiados para las moléculas involucradas.

3. Definicién del sitio activo: Se debe definir el sitio activo en el receptor donde se
espera que se una el ligando. Esto se hace mediante la especificacion de una region

tridimensional alrededor del sitio de unién conocido o sospechado.

4. Generacion de conformaciones del ligando: Se generan diferentes conformaciones
del ligando mediante técnicas como rotacion de enlaces, busqueda conformacional o
muestreo de Monte Carlo. Estas conformaciones representan diferentes posibles

orientaciones y conformaciones del ligando en el sitio activo.

5. Anclaje o anclaje rigido: En esta etapa, las conformaciones del ligando se colocan
rigidamente en el sitio activo del receptor y se evalla la energia de union. Esto se
logra mediante calculos de energia potencial, generalmente utilizando funciones de

fuerza como force fields o campos de fuerza.

6. Flexibilizacion del receptor: Si bien el anclaje rigido proporciona una primera
estimacion de la union, a menudo es necesario tener en cuenta la flexibilidad tanto
del ligando como del receptor. Por lo tanto, se pueden utilizar métodos de dinamica
molecular para permitir movimientos y vibraciones en las moléculas, lo que refleja de

manera mas realista la naturaleza dinamica de las interacciones moleculares.



7. Evaluacion y analisis de los resultados: Finalmente, se analizan y evaltan los
resultados del acoplamiento, lo que incluye la identificacidon de conformaciones de
mayor afinidad entre ligando y receptor, la estimacion de energia libre de union y el

estudio de las interacciones moleculares clave.

7.8 Biomoléculas

Una biomolécula como concepto es una molécula que se produce naturalmente en
los organismos vivos y que tienen un papel esencial en los procesos biolégicos. Las
biomoléculas son los componentes fundamentales de la vida y son esenciales para la
estructura y funcion de las células y los tejidos. Estos en la bibliografia se clasifican

en 4 categorias principales:

7.8.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas que tienen una constitucion de carbono, hidrogeno
y oxigeno, estos cumplen con funciones importantes en un organismo como es una
fuente de energia, asi como su almacenamiento y constituye gran parte de
estructuras celulares. Como ejemplos de ellos podemos considerar la glucosa,

fructuosa, almidén, celulosa entre otros [zg].

7.8.2. Lipidos

Una de las caracteristicas importantes de los lipidos es que son insolubles en agua,
pero solubles en disolventes organicos, de igual manera constituyen un grupo
diverso de moléculas que incluyen grasas, aceites, ceras y esteroides. Desempefian
roles esenciales en el almacenamiento de energia, la formacion de membranas y la
sefalizacion celulares, ejemplo de ello son los triglicéridos, fosfolipidos y el

colesterol, que no se limitan a otras moléculas.



7.8.3 Proteinas

Las proteinas son un grupo de proteinas esenciales en la vida, ya que participan en
practicamente todos los procesos celulares, incluyendo la catalisis de reacciones
bioguimicas (enzimas), la estructura celular, el transporte de moléculas y la
regulacion de genes, este grupo esta constituida de polimeros de amino&cidos y son
las moléculas mas versatiles y funcionalmente diversas en los organismos. Por lo
gue un ejemplo de dicha diversidad es la hemoglobina, colageno, enzimas como la

amilasa y la ADN polimerasa [39].

7.8.4 Acidos nucleicos

Los &cidos nucleicos son polimeros de nucleétidos que almacenan y transmiten la
informacion genética en los organismos. Los dos tipos principales de acidos
nucleicos son el ADN (4cido desoxirribonucleico y el ARN (acido ribonucleico),
ejemplo de los acidos nucleicos es el ARNm o ARN t.

7.8.5 Otras biomoléculas

Como se mencion6 anteriormente las biomoléculas es un conjunto de moléculas
producidas en los seres vivos, estas también pueden ser vitaminas, que son los
compuestos organicos que se requieren en pequefias cantidades para el
funcionamiento adecuada de los organismos, hormonas que son moléculas de
sefalizacion que regulan diversas funciones fisiologicas. Metabolitos que son

productos intermedios y finales del metabolismo.

7.8.6 Lectina

Una de las biomoléculas utilizadas en este estudio (son las lectinas), los cuales son

proteinas o glicoproteinas que tienen la capacidad de unirse especificamente a



carbohidratos sin modificar covalentemente los carbohidratos a los que se unen. Esta
capacidad de unidn especifica a estructuras de carbohidratos permite que las
lectinas desempefien roles cruciales en los procesos bildégicos, como el
reconocimiento celular, la adhesion celular, la sefalizacién celular y la defensa

inmunologica.

La importancia de las lectinas es fundamental en numerosos procesos bioldgicos y
tienen importantes aplicaciones en la investigacion y en la medicina, debido a su
capacidad para reconocer y unirse a carbohidratos especificos que permite el
desarrollo de herramientas para el estudio de la biologia celular, la inmunologia y el

desarrollo de terapias dirigidas [4o;.

En los ultimos afios las lectinas se utilizan en la investigacion cientifica y en la
biotecnologia para el aislamiento y la purificacion de glicoconjugados, en la
determinacién de grupos sanguineos, en la terapia contra cancer debido a su

capacidad para reconocer células tumorales especificas [40].

7.8.6.1 Sambucus nigra

La lectina de Sambucus nigra, también conocida como SNA (Sambucus nigra
agglutinin), es una proteina aislada del satco negro (Sambucus nigra). Es una lectina
especifica para los residuos de acido sialico, particularmente los vinculados a
galactosa en la estructura a2,6. Hay diferentes variantes de sambucus nigra cada
una con caracteristicas especificas, tales como:

1. Sambucus nigra subsp.nigra: Es la subespecie tipica encontrada en Europa. Se
cultiva ampliamente por su flores y bayas que se usan en alimentos y en la medicina
tradicional.

2. Sambucus nigra 'Black Lace': Esta variedad es conocida por su follaje oscuro, casi
negro, que contrasta con las flores rosadas. Es popular en jardineria ornamental.

3. Sambucus nigra 'Black Beauty": Similar a 'Black Lace', esta variedad también tiene

follaje oscuro y flores rosadas, pero es ligeramente mas compacta.



4. Sambucus nigra 'Laciniata’: Esta variedad tiene hojas profundamente divididas que
le dan un aspecto plumoso. Es menos comun pero apreciada por su follaje distintivo.

En la Ultima década el uso de esta lectina en investigaciones cientificas a sido
importante para el estudio de la Glicobiologia, donde se utiliza para investiga la
presencia y distribucion de residuos de {acidos sialicos en gliconjungados, lo que es
esencial para comprender diversas funciones biolégicas y patologias, también en el
diagndstico y deteccion de virus, en investigaciones oncoldgicas, entre muchas mas

aplicaciones.

7.8.6.2 Phaseolus lunatus

La lectina Phaseolus lunatus es conocida empiricamente como la lectina de frijol
lima, la cual es una proteina extraida del frijol. Esta lectina es una proteina que se
une especificamente a ciertos azucares y tiene la capacidad de aglutinar células o
precipitar glicoconjungados [40.. Los aminoécidos importantes de esta biomolecula
son: Tirosina (Tyr), Fenilalanina (Phe), Aspartato (Asp), Glutamato (Glu),
Histidina(His), Arginina (Arg), estos aminoacidos se encuentran por lo general suelen
encontrarse en la union al carbohidratos y los cuales son los que interaccionan
especificamente con el azlcar. Algunos azucares que tienen la capacidad de union
con la lectina son: Manosa y sus derivados, Glucosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc),

entre muchos mas, estos son importantes para la funcion bioldgica de la lectina.

En los Ultimos afios la lectina Phaseolus lunatus se a utilizado en diversos estudios
como el desarrollo de biosensores para la deteccion glicoconjugados especificos en
muestras biolégicas [415, investigaciones en Biomedicina donde debido a su
capacidad para reconocer y unirse a carbohidratos especificos en la superficie de

células patoldgicas, asi como el disefio de estrategias terapéuticas y diagnosticas [41.



7.8.7 Enzimas

Las enzimas son proteinas biolégicas que actian como catalizadores, cuya principal
funcién es catalizar en los organismos vivos la mayor parte de las reacciones
guimicas que requieren para su supervivencia. Esta actividad catalitica que realizan
las enzimas depende de su plegamiento donde forman una cavidad, a la cual se
llama “sitio activo” este lugar es donde se muestra afinidad por las moléculas
especificas las cuales se define como “sustratos” que se convierten en productos en

las reacciones realizadas.

La actividad enzimatica es una reaccion catalitica en la que el sustrato y la enzima
interactian para generar los productos necesarios para el organismo, reduciendo la
energia de activacion. La energia de activacion se refiere al gasto energético inicial
gue requieren los reactivos para transformarse, permitiendo que los enlaces lleguen
a un estado donde puedan romperse, lo que hace que las moléculas se vuelvan
inestables. Este estado se conoce como 'estado de transicidon'. En este punto, la
energia requerida es mayor, pero debido a la inestabilidad de las moléculas, el
estado de transicion es breve, y las moléculas contindan con la reaccion quimica,
produciendo los productos finales 2. Las enzimas se pueden clasificar en seis
categorias principales segun el tipo de reaccion que catalizan. Estas categorias son

las siguientes:

a) Oxidorreductasas: cuya funcién principal es catalizar reacciones de oxidacion-

reduccion, donde hay transferencia de electrones entre moléculas.
b) Transferasas: Transfieren grupos funcionales de una molécula a otra.

c) Hidrolasas: Catalizan la ruptura de enlaces mediante la adicion de una molécula

de agua (hidrdlisis).

d) Liasas: Catalizan la ruptura de enlaces quimicos sin la adicion de agua, a menudo

formando un doble enlace o un anillo.



e) Isomerasas: Catalizan la reordenacion de atomos dentro de una molécula,

cambiando su estructura sin alterar su composicion.

f) Ligasas: Catalizan la unién de dos moléculas grandes mediante la formacién de

un enlace covalente, generalmente con la hidrolisis de ATP.

7.9 Solventes

Un solvente por definicion es una sustancia, que es generalmente un liquido, el cual
tiene como propasito la disolucion de un soluto formando una solucion homogénea
sin que ocurran cambios quimicos en el soluto. Los solventes pueden ser organicos o
inorganicos y tienen diferentes polaridades, lo que influye en su capacidad para
disolver distintos tipos de solutos [431. Los solventes han sido utilizados desde sus
inicios en investigaciones cientificas, como disolucién de reactivos y productos,
facilitando la disolucion de reactivos y productos en reacciones quimicas, permitiendo
una interaccion mas eficiente entre las moléculas, en extraccion y separacion donde
es utilizado para extraer compuestos especificos de mezclas complejas, en
cromatografia donde actian como fase movil en técnicas cromatograficas, ayudando
a separar componentes de una mezcla en funcién de sus diferentes interacciones
con la fase estacionaria; en espectroscopia ayudando a preparar muestras para

analisis espectroscopicos, como espectroscopia UV-Vis, IR y NMR 4.

En reacciones biolégicas moleculares y bioquimicas, los solventes se utilizan para
disolver proteinas, acidos nucleicos y otras biomoléculas. También en el campo de la
biotecnologia y la microbiologia estos se utilizan en la preparaciéon de medios de
cultivo y en la conservacion de muestras bioldgicas.

Dentro de los solventes mas comunes estan los solventes polares proticos que
contienen atomos de hidrégeno enlazados a oxigeno o nitrdgeno, capaces de formar
enlaces de hidrégeno, solventes polares aproticos que se caracterizan en no

contener atomos de hidrogeno capaces de formar enlaces de hidrogeno, los



solventes no polares que tienen una separacion significativa de cargas eléctricas,

entre muchos mas.
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1. Docking de la interaccion de NTC con distintas biomoléculas.

Acoplamiento Molecular

Se emple6 el programa HEX 6.3 [https://hex.loria.fr/dist63/], para realizar el
acoplamiento molecular del nanocompuesto, Chimera y Rasmol para visualizar el
compuesto; para la dinamica molecular el programa AMBER 20, Los NTC de capa

simple se obtuvieron de Vogele et al., (2018) asi como sus campos de fuerza.

Para el acoplamiento molecular como primer paso, se realiz6 la investigacion de las
estructuras biologicas de dos lectinas; Sambucus nigra y Phaseolus lunatus, las
cuales se obtuvieron del Protein Data Bank (Archivos PDB), posteriormente se
seleccionaron solventes organicos e inorganicos ( etanol, cloroformo, agua y
sulfatos),para el andlisis del comportamiento del nanocompuesto y su energia de
interaccidn; los cuales se obtuvieron de los campos de fuerza de AMBER, y se
desarroll6 una estructura tridimensional del nanotubo de carbono de capa simple con

caracteristicas especificas.
Se realiz6 el acoplamiento molecular utilizando NTC de carbono unicapa-

biomolécula, dinamica molecular de NTC- solventes inorganicos y NTC-lectina como

se describe en la Tabla No.1

Tabla No.1 Biomoléculas- Solventes

Control Lectinas lon Enzima Solvente
Albumina de Sambucus nigra -COOH B-glucosidasa Cloroformo
Bovino aglutinina Il (CHCls)
Agua (H20) Phaseolus -S04 a-Glucosidasa Metanol (CHzs)
Lunatus
Con-A Celulosa fosfato (POa)
Sintasa

La estructura de cada uno de los elementos se describe a continuacion:
A. Lectinas

I. Sambucus nigra aglutinina Il. Forma de Cristal Hexagonal. (3CA0.PDB)



La estructura tridimensional de rayos X de SNA-Il ha determinado dos formas

cristalinas distintas, hexagonal y tetragonal, a1 A, 90 Ay 1.35 A.

Tabla 1. Generalidades

Recuento de atomos 2570

Recuento de residuos 257
modelado

Recuento de residuos 258

depositados
Peso Molecular 31.57 kDa

Figura 3. Sambucus nigra Aglutinina ll

Fuente: Protein Data Bank

Dentro de su estructura contiene 2 Unicos ligandos los cuales son iones sulfato y

iones acetato los cuales se describen a continuacion:

lon Sulfato SOs QAOWNCQODCNURD- o
UHFFFAOYSA-L I0
03 O~ . Qo4
0
lon Acetato C2Hs02 o
QTBSBXVTEAMEQO- ey
UHFFFAOYSA-M J\\



La estructura de la proteina contiene una secuencia de 258 aminoacidos en su
cadena estructural descrita en la tabla 1, los aminoacidos distinguidos de color
amarillo son los aminoacidos que constituyen las hélices Alfa, los aminoacidos de

color verde pertenecen a las laminas beta:

1 TSFTRNTVGRDGLCVDVRNGYDTDGTPLQLWPCGTQRNQRWTFD|SDDT[TR|
51 SMGKCMTANGLNNGSNTVIFNCSTAAENA TKWEVP IDGS | INPSSGLVMT]
101 APRAASRT I LILLEDN | YAASQGWTVTNNVKP[TVAS T VGYKEMCLQSNGEN
151 NGVWMEDCEATSLQQQWALYGDRT TRVNSTRGLCVTTNGYNSKDL[T T TLK|
201 CQGLPSQRWFFNSDGATVNPKSRLVMDVRASNVSLRET I TFPATGNPNQQ

251 WWTQV|L P[]

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de Sambucus nigra aglutinina que se visualizaron por medio de

Chimera.

[I. Concanavalina A (3ENR)

Tabla 2. Generalidades

Recuento de atomos 3693
Recuento de residuos 474
modelado

Recuento de residuos 474
depositados

Peso Molecular 51.59 kDa

Figura 5. Concanavalina A

Fuente: Protein Data Bank



La estructura de la Concanavalina A contiene una secuencia de 474 aminoacidos en

dos cadenas principales A-B donde interaccionan los iones Zn y Ca.

[ll. Phaseolus lunatus (7VO7)

Tabla 3. Generalidades

Recuento de atomos 4146

Recuento de residuos 502
modelado

Recuento de residuos 502

depositados
Peso Molecular 53.53 kDa

Figura 6. Phaseolus Lunatus

Fuente: Protein Data Bank

La secuencia estructural de la lectina Phaseolus lunatus esta constituida de 4146

atomos y 502 aminoacidos. La secuencia de los aminoacidos se describe a

continuacion:

1MASSVLLVLSLFLVLLLTQASAELFFNFQTFNAANLILQGNAVSSKGHLL|
51 LTNVTHNGEPSVASSGRALYSAPIQIRDSTGNASSTPTSHSYTLQQ|I FQN
101 VTIDDPAWLFALVPVDSQPKKKGRLILGLFNKSEND INALTVAVEFD|TCHNL
151 DWDKNS TAVNLG I[GSVPWNFRDYDGQNADVL ITYD/[SSTKFLAVSLFYPIT

201 GKRNNVSANVELEKVILDDWVSVGFSATISGAYETHDVLSSSFASK|LSSLDE
251 CPTGENLLNK|IL

Figura 7. Secuencia de aminoacidos de Phaseolus lunatus se visualizaron por medio de Chimera.



B. Control

I. Albumina de bovino (4F5S)

Esta biomolécula posee caracteristicas clave, como la presencia de multiples sitios
de union, que incluyen lugares especificos para acidos grasos, metales y otras
moléculas pequefias. Estos dominios permiten que interactie con una amplia
variedad de compuestos, lo que la convierte en una herramienta valiosa para
investigar interacciones moleculares. Por esta razén, se ha designado como el

blanco de control para este proyecto.

Recuento de Atomos 9675

Recuento de residuos 1166
modelado

Recuento de residuos 1166

depositados

Figura 8. Albumina de Bovino

Fuente: Protein Data Bank

Contiene una secuencia de 1166 aminoacidos distribuidos en dos secuencias
identificadas como A y B, donde se encuentran identificados los aminoacidos que

pertenecen a la estructura del alfa hélice.



Secuencia A

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

DTHKSEI AHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFA
KTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNE
CFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYE | ARRH|PY F[Y A
PELLYYANKYNGVFQECCIOQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCA
SIOQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLL
ECADDRADLAKY ICDNQDT I SSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVIEKDA I PEN
LPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAK
EYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNL I KQNCDQFEKLGEY
GFQNALIVRYTRKVIPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTED
YLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLYNRRPCFSALTPDETYVPKA
FDEKLFTIFHAD ICTILPDTEKQI KKQTALVELLKHKIPKATEEQLKTVMENF
VAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Figura 9. Secuencia de aminoacidos de BSA se visualizaron por medio de Chimera.

Secuencia B

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

DTHKSEI AHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFA
KTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNE
CFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYE I ARRHPYFYA
PELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLTSSARQRLRCA
SIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLL
ECADDRADLAKY ICDNQDT I SSKLKECCDKPLLEKSHC | AEVEKDA | PEN
LPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAK
EYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNL | KQNCDQFEKLGEY
GFQNALITVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTED
YLSLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKA
FDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENF
VAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Figura 10. Secuencia de aminoacidos de BSA se visualizaron por medio de Chimera.



C. Enzimas

I. B- Glucosidasa vegetal (2RGM)

Tabla No. 5 Generalidades
Recuento de Atomos 9023
Recuento de residuos 942

modelado

Recuento de residuos 962

depositados

Figura 11. B- Glucosidasa vegetal

Fuente: Protein Data Bank



II. a-Glucosidasa (7KBR)

Tabla No. 6 Generalidades
Recuento de Atomos 16766

Recuento de residuos 1876
modelado
Recuento de residuos 2066

depositados

Figura 12. a- Glucosidasa vegetal

Fuente: Protein Data Bank

La enzima a- glucosidasa tiene un peso total estructural de 239.84 kDa en general es
una enzima con alta capacidad de interaccion, estd constituida por 4 cadenas
proteicas Unicas. Y tienen una longitud de secuencia de 1876 aminoacidos presentes

en su cadena principal tiene 1 mutacién conocida en esta secuencia proteica.



lll. Celulosa sintasa (4HG6)

Tabla No. 7 Generalidades
Recuento de Atomos 11 029

Recuento de residuos 1402
modelado
Recuento de residuos 1509

depositados

Figura 13. Celulosa Sintasa

Fuente: Protein Data Bank

Esta enzima tiene un peso estructural de 168.56 kDa, cuenta con dos cadenas

proteicas Unicas y 1509 aminoacidos en su cadena residual.

Modelado de nanotubos de carbono de pared simple

Para este trabajo se realizé un modelado de Nanotubos de carbono de pared simple
con apoyo del programa “Nanotube Modeler” para ello se seleccionaron NTC unicapa
que fueron el objeto de estudio para su comportamiento de dispersion con las
diferentes bio-estructuras descritas anteriormente, estos tienen las siguientes

caracteristicas.



<< Atom Coordinates

x| | z
39172 0.0000 0.000(
3.7255 1.2105 2.131¢

3.9172 0.0000 1.421(
3.7258 1.2105 3.552¢
38172 0.0000 4263
3.7258 1.2105 6.394¢
3.9172 0.0000 5.684(
3.7258 1.2105 7.818¢
3.9172 0.0000 8.5286(
10 3.7256 1.2105 10.657¢
1 3.9172 0.0000 9.947(
12 3.7255 1.2105 12.078¢
13 3.9172 0.0000 12.789(
14 3.7255 1.2105 14.920¢
1s 3.9172 0.0000 14.210(
16 3.7256 1.2105 16.341¢
17 3.9172 0.0000 17.052(
18 3.7256 1.2105 19.183¢
19 3.9172 0.0000 18.473(
20 3.7256 1.2105 20.604¢
21 3.9172 0.0000 21.31S(
22 3.7255 1.2105 23.446¢
23 3.9172 0.0000 22.736(
24 3.7256 1.2105 24.867¢

©W~N®UNbdWN =y

Figura 14. Nanotubo de pared simple (Modelado)

Chirality (n,m) 10,0
Longitud del tubo 25
Diametro del tubo 1.421

Estas caracteristicas fueron el objeto de investigacion inicial; sin embargo, en el
transcurso del proyecto se modificaron en longitud y didmetro. Los campos de fuerza
fueron extraidos de la pagina de Vogele et.al. y fueron cargados en las estructuras
previamente antes de comenzar con los acoplamientos. Cabe mencionar que estos
campos de fuerza son compatibles en las modificaciones previamente mencionas y

estos no son modificables.

2. Preparacién de las estructuras bioldgicas

Como siguiente paso de la metodologia, las estructuras biolégicas fueron preparadas
con apoyo del software UCSF Chimera, donde fueron sometidas al proceso de
eliminacién de ligandos, atomos de agua y residuos que no sean parte de la
secuencia de la molécula y que permitan el acoplamiento molecular (docking)

exitoso.



1. Se abre el archivo de la biomolécula en formato .pdb

2. Para la optimizacion de las biomoléculas, se seleccionan las cadenas de los
ligandos y los residuos, estos son identificables a través del programa.

3. Se procede a guardar bajo el mismo formato (.pdb) con un nombre identificable en
el caso de este proyecto se optd con la nomenclatura de biomolécula y las siglas SL

(Sin ligando).

Esta secuencia se realiza en cada una de las biomoléculas.

Posteriormente se requiere la utilizacion de software HEX 6.3 disponible en sistemas
operativos Linux, Mac y Windows, cabe mencionar que para este proyecto se utilizé
el sistema operativo Linux. Dicho programa es necesario para que el docking sea

ejecutado de manera correcta.

En el docking en HEX 6.3 se determina el receptor y el ligando; para el caso de este
proyecto los receptores van a ser las biomoléculas y el ligando los NTCs; se llegé a
este criterio debido a que la molécula mas grande funge como receptor ademas que
uno de los objetivos de este proyecto es la compatibilidad y la capacidad de
dispersion de los NTCs. Posterior a determinar el criterio de cada molécula
involucrada en el docking. Se realiza el procedimiento mediante la siguiente

secuencia.

1. En el apartado docking, se selecciona los parametros a utilizar, para este punto se
toman en cuenta los parametros por default del programa, que es solucion acuosa.

2. Se determina el numero de soluciones que se pretende obtener, en el caso de
este proyecto se determind en 50 000 soluciones posibles, es importante mencionar
que para obtener mayor precision es necesario mayor numero de soluciones.

Generando un conteo de energia de interaccion entre la biomolécula y el NTCs. Que



de acuerdo con la bibliografia se determinara la estabilidad que tiene el
nanocompuesto obtenido.

3. Para terminar con el acoplamiento en toda la estructura, a la dimension de la
rejilla, es decir el ambiente en el cual se integrard el nanocompuesto, este fue
seleccionado de menor a mayor comenzando con 1.

4. Por ultimo ya determinados estos parametros, se procede a correr el docking, el
cual arroja los datos de las soluciones encontradas, asi como la energia de

interaccion del nanocompuesto obtenido.

Esta secuencia de pasos fue realizada por cada una de las biomoléculas antes
mencionadas, y fueron guardados en formado .pdb. Se obtuvieron los complejos
receptor-ligando, con los datos de energia de interaccibn de los complejos con
mayos energia de interaccion, se guardaron para posteriormente realizar una
dindmica molecular, con el propoésito de verificar la estabilidad del complejo y la
interaccion entre los aminoacidos con el NTCs. Este procedimiento se desarrollé en
dos partes primero NTCs- biomolécula y NTCs- solvente.

3. Dinamica molecular

Para este proyecto también se desarrollaron diversas Dindmicas Moleculares de 10
nanosegundos con apoyo del programa Amber 20. Para visualizar la trayectoria se
utilizé VMD-19, cuya metodologia se describe a continuacion:

1. Se utilizaron las estructuras PDB de la biomolécula (Lectina) y de los NTC, cuyos
acoplamientos se realizaron con HEX 6.3 en la etapa anterior.

2. Posteriormente se solvataron a 10 Angstroms, se estabilizaron con lones Sodio
(Na*) con el propésito de formar un equilibrio de las cargas,

3. Posteriormente se utiliza t-leap (programa de Amber) para asignar los parametros
necesarios basados en el campo de fuerza estandar de la biomolécula; para los

parametros de los NTCs se cargaron lo campos de fuerza obtenidos de Vogele et al.,



(2018), se minimizaron sus estructuras con 50000 pasos de gradiante conjugado, se
ajusto la temperatura a 300°k se equilibro la densidad a 1 Atm y se obtuvieron 10 ns,
de dindmica molecular.

4.Para visualizar la interaccion de los NTC con los distintos solventes, se obtuvieron
los campos de fuerzas de los mismos de AMBER 20. Para el agua, se uso el modelo
TIP3P.

5. En la simulacién con el solvente acido fosférico (POa4), se roded al NTC con iones
fosfato, cabe mencionar que los campos de fuerza de los iones fosfato se obtuvieron
con antechamber. Los NTC se solvataron con los iones de fosfato a 10 Angstroms y
se afiadieron iones para equilibrar las cargas. Al igual que las lectinas se ajusto la
temperatura a 300°K se equilibré la densidad a 1 atm y se obtuvieron 10 ns

6. Por ultimo se realizé el mismo procedimiento para el cloroformo salvo que los

campos de fuerzas para este se obtuvo de frcmod.chcl3.



IX. RESULTADOS

1. Acoplamiento (Docking) de biomoléculas-NTC.

Durante el proyecto se realiz6 el acoplamiento de las biomoléculas Sambucus nigra,
Phaseolus lunatus, albumina de bovino, Concanavalina-A, B-glucosidasa, a-
Glucosidasa y celulosa sintasa para observar el comportamiento de los NTC con las
biomoléculas y su estabilidad. Estas se realizaron en distintas fases, dando como
resultado lo siguiente:

Tabla No. 2 Resultados del acoplamiento

Biocompuesto Energia de Aminoacidos que Interactian
Interaccion
(Kcal/mol)
NTC- Sambucus nigra 451, 407 GIn, Gly y His
aglutinina ll
NTC- Albumina de Bovino 881,873 Ala, GIn,His
NTC- Phaseolus Lunatus 657 GIn, Gly, Asn y His
NTC- B-glucosidasa 568 Ser, lle, Gly, Asn
NTC- a-Glucosidasa 541 Gly, Ala,
NTC- Con-A 635 Ser, Arg, Lis, GIn
NTC- Celulosa Sintasa 681 Pro, Gly, Val, Ala

Se realizaron 3 rondas de docking con caracteristicas distintas, las cuales se detallan
a continuacion:

Acoplamiento No.1

I. Nanocompuesto Sambucus nigra- NTC

Se realizaron dos acoplamientos donde se utilizo la proteina completa, esto quiere
decir sin eliminar cadena de aminoacidos existentes e igualmente se realizo el
acoplamiento, pero con modificacion en la proteina, eliminando los lingados de la
cadena de aminoacidos como se observa en la figura 15.



Figura 15. Acoplamiento de
lectina Sambucus nigra -
NTC. Esta proteina es
completa y genera una energia
de interaccion de 451 Kcal/mol
en las primeras correlaciones
(25000 corridas)

Se observa en la imagen que la lectina tiene el acoplamiento en los extremos del
NTC, lo cual indica que la atraccion entre las moléculas se encuentra en los
extremos de los NTC junto con los aminoacidos presentes en la lectina. Cabe
mencionar que la lectina es altamente selectiva.

Figura 16. Acoplamiento de
lectinas sin ligandos de las
proteinas. Los iones sulfato y
acetato existentes en la
estructura fueron retirados en
la construccion del
acoplamiento  dando una
energia de interaccion de 407
Kcal/mol en las primeras
correlaciones (25000 corridas)




II. Nanocompuesto suero de bovino- NTC de pared simple.

Para el acoplamiento del blanco es importante comentar que se seleccion6 porque
es una proteina versatil y es utilizada continuamente por sus multiples aplicaciones
en la biologia molecular.

Figura 17. Acoplamiento
de la proteina de albumina
de bovino con su
estructura completa. Se
genera una energia de
interaccién de 881 Kcal/mol

Figura 18. Acoplamiento
con la albumina de bovino.
Se eliminaron los ligandos en
la cadena de aminoéacidos,
en esta corrida se genera
una energia de interaccion de
873 Kcal/mol




Como se observa inicialmente la energia de interaccion del blanco y la lectina
Sambucus nigra, es mayor cuando se conserva toda la proteina, es decir no se
eliminan los ligandos, ademas se observa que la interaccion de la biomolécula con el
NTC en la lectina es especificamente en los extremos del NTC al contrario del blanco
pues este se muestra que el NTC es rodeado por la biomolécula, esto nos puede
indicar dos cosas, que tiene mayor atraccion molecular el blanco que la lectina
utilizada ademas que la biomolécula es mas grande como se muestra en las
caracteristicas enunciadas en la metodologia.

Acoplamiento No.2

En el acoplamiento No.2 se realiz6 una serie de rondas donde los NTC de carbono
tienen una longitud de 250 nm y un diametro de 5, 8, 10 y 11 nm, con el propdésito de
observar el comportamiento del NTC con la lectina Phaseolus lunatus. Se observé
gue no varia la energia de interaccioén entre el ligando y el receptor obteniendo una
energia de interaccion de 657 kcal/mol en promedio. Ver Figura 19.

Tabla No.3
NTC (°A) Aminoacidos que
interaccionan
5 GIn, Gly, Asn y His
8 GIn, Gly, Asn y His
10 GIn, Gly, Asn y His
11 GIn, Gly, Asn y His



Figura 19. Acoplamientos de NTC de distintos diametros con Phaseolus lunatus. A:
5nm, B:8nm, C:10 nm, D:11nm. Se observa que el acoplamiento se da en la misma
zona del NTC.

Se observa que el NTC se acopla a la lectina esencialmente en los aminoacidos,
GIn, Gly, Asn y His, estos cuatro aminoacidos estan presentes principalmente en la
hélice Alfa de la lectina, y son los que son los que tienen mayor capacidad de
atraccion en el NTC, ya que la interaccion entre C-C del NTC es de mayor distancia,
considerando que las energias de atraccion entre los atomos contribuye a la
capacidad de interaccion de las otras moléculas, dado que los programas de
acoplamientos hacen un ajuste donde las interaccion se resta la energia del ligando
a la energia del receptor.

Debido a que se tenian NTC de carbono de distintos diametros se intentd un
acoplamiento entre la Lectina y una simulacion de un NTC multicapa, sin embargo,
se observa el mismo se comportamiento, las lectinas acoplan en la misma posicion y
sobre los mismos aminoacidos como se observa en la Figura No. 20



Figura 20. Acoplamiento de NTC Multipared- Phaseolus lunatus, A: Acoplamiento de 3
Lectinas, B: vista lateral del acoplamiento
Acoplamiento No. 3

En el acoplamiento No.3 se utilizaron las enzimas (- Glucosidasa, a- Glucosidasa y
celulosa sintasa) y lectina (Concanavalina-A), dando como resultado lo siguiente:

Tabla No.4 Resumen de aminoacidos que interaccionan

Biomolécula Energia de Interaccion  Aminoacidos que
Kcal/mol interaccionan

B- Glucosidasa (7Kbr) 568 Ser, lle, Gly, Asn

a- Glucosidasa (2rgm) 541 Gly, Ala,

Celulosa Sintasa (4hg6) 681 Pro, Gly, Val, Ala

Con-A (3enr) 635 Ser, Arg, Lis, GIn

Energia de Interaccion
I. B- Glucosidasa — NTC

En el acoplamiento de este nanocompuesto se puede observar que la interaccion
principal se da principalmente en los extremos de los NTC, en los aminoacidos
(Serina, Isoleucina, Glicina y Aspersina), también se destaca que la Glicina es el
aminoacido que destaca ya que también se encuentra presente en los acoplamientos
anteriores.



File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

7kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 370 TP/QTD | RWMSEESG I IDVF LMLGPSVFDVFRQYASLTGTQALPPLFSLGYH
7Kkbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 420 QSRWN YRDEADVLEVDQGFDDHNMPCD|V IWLID | EHADGKRYFTWDPTRF P
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 470 QP LNMLEH L ASKRRKLVA IVDPH | KVDSGYRVHEELRNHGLYVKTRDGSD
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 520 Y[EGWCWP/GSAS|YPDF TNPRMRAWWSNMF/SFDNYEGSAPN|LYVWNDMNEP S
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 570 VFNGPEVTMLKDAVHYGGWEHRD IHN | YGLYVHMATADGL | QRSGG | ERP
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 620 F[V L SRAFF SGSQRFGAVWTGDNTAEWDHLK I S1PMCLSLALVGLSFCGAD
7Kkbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 670 VGGFFKNPEPEL L VRWYQMGAYQPFFRAHAHLDTGRREPWL/LASQYQDA |
7Kkbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 720 RDALFQRYSLILPFWYTLFYQAHKEGFPVMRPLWVQYPEDMSTFS | EDQFM
7kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 770 [LGDAL | IHPVSDAGAHGVQVY LIPGQEEVWYD|I QS YQKHHGPQTLYLPVTL
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 820 SS | PIVFQRIGGT | VPRWMRVRRSSDCMKDDP/ I TLFVALSPQGTAQGELF LD
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 870 DGHTIFNYQTRHEF/LLRRFSFSGSTLVYSBADPKGHLETP IWIERVV I MGA
7Kbr-cnt_5.pdb (#0) chain A 920 GKPAAVV LQTIKGSPESRLS[FQHDPETS|VL | LRKPGVSVASDWS | HLR

Figura 21. B- Glucosidasa en forma de mondmero — NTC visualizado en Chimera. Se
observa la interaccion de los aminoacidos (Ser, lle, Gly, Asn) en la Hélice Alfa.
Il. a- Glucosidasa- NTC

Para este acoplamiento destaca que tiene una energia de Interaccion de 541
kcal/mol, y solo interaccionan dos aminoacidos Gly y Ala.



Figura 22. Interaccion de aminoacidos (Gly, Ala) en el acoplamiento a- Glucosidasa
— NTC.

1. Celulosa sintasa- NTC

Para este acoplamiento se observa que los aminoacidos que interaccionan son
Prolina, Glicina, Valina y Alanina, ademas que la interaccién se da principalmente en
los extremos de los NTC.

Figura 23. Interaccibn de aminoacidos (Prolina, Glicina, Valina y Alanina)
principalmente en la Hélice Alfa en la Celulosa sintasa — NTC



I1l. Concanavalina-A- NTC

Figura 24. Interaccion de aminoécidos (Ser, Arg, Lis, GIn) en el acoplamiento Con-A
—NTC

En este acoplamiento destaca la interaccion con los aminoacidos Serina, Arginina,
Lisina y Glutamina, ademas que se encuentra presente esta interaccion en la cadena
B de la lectina.

B) Dindmica molecular (DM)

Se seleccionaron solventes inorganicos que se mencionaron anteriormente, a una
temperatura de 300 ° K, en la DM se observd el comportamiento molecular, que
existe y la energia de interaccion que tiene entre el solvente y el nanotubo de
carbono, cabe sefiar que el NTC por su composicion C-C se observa que las
moléculas de un ambiente acuoso coexisten, pero tienen a la repulsibn comprobando
que los NTC son hidrofilicos.

Se realizdé la dindmica molecular cloroformo (CHCLs), Metanol (CHsOH), &cido
fosforico y moléculas de sulfato; observandose el siguiente comportamiento:



Figura 25. Distribucion de los iones de Cloroformo con NTC. A) Se muestra una instantanea
de la trayectoria de la interaccion en los 200 primeros marcos, se observa la interaccion
inicial de los componentes. B) Se muestra una instantanea de los ultimos marcos de la

trayectoria

Figura 26. Distribucién de los iones Metanol con NTC. A) Se muestra una instantanea de la
trayectoria de la interaccion en DM en los 200 primeros marcos, se observa la interaccion
inicial de los componentes. B) Se muestra una instantanea de los dltimos marcos de la

trayectoria.



Figura 27. Distribucion de los iones sulfato con NTC. A) Se muestra una instantanea de la
trayectoria de la interaccibn en DM en los 200 primeros marcos. B) Se muestra una
instantanea de los ultimos marcos de la trayectoria de la interaccion en DM.

Figura 28. Distribucion de los iones de Ac. Fosforico NTC. A) Se muestra una instantanea
de la trayectoria de la interaccion en DM en los 200 primeros marcos. B) Se muestra una
instantanea de los ultimos marcos de la trayectoria de la interaccion de DM.

El principio de la dinamica molecular es que entre los solventes y el nanotubo de
carbono tengan una interaccion fisica y quimica que permita que los NTC se
adhieran e interactien con el solvente, y las energias calculadas se estabilicen;

produciendo una buena interaccion y por ende un ambiente estable para el NTC.



En contexto de la dinAmica molecular, una energia negativa para las interacciones de
indica una interaccion atractiva entre los atomos; lo que indica que lo generalmente
contribuye a la estabilidad estructural del sistema, como se puede ver la que tiene
una mayor capacidad de atraccién con los NTCs es el cloroformo y el metanol



X. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en los diversos acoplamientos realizados

durante este proyecto, se puede llegar a los siguientes puntos:

En los acoplamientos, se observa afinidad de las biomoléculas evaluadas hacia el
NTC no importando su didmetro ni su longitud. En estas interacciones se observa
gue, de manera constante, los aminoacidos Glicina, Asparagina, Glutamina y en
menor grado la histidina, son los que mantienen la interaccion. Aunque los
acoplamientos son importantes porque nos dan una idea de cuéles son los sitios mas
probables de interaccion entre dos moléculas, la dinamica molecular nos da un grado
de certeza aun mayor para evaluar las interacciones entre dichas biomoléculas. En
nuestros resultados de dindmica molecular, la interaccion lectina — NTC se mantuvo
constante a lo largo de la trayectoria, o que nos da un grado de certeza de que esos
aminoacidos muy probablemente mantengan una interaccién si se realizaran
ensayos in vitro, ya que la unién entre la lectina — NTC se mantuvo estable a lo largo
de toda la trayectoria. Dichas interacciones no se llevaron a cabo por enlaces
covalentes, ni por enlaces de hidrégeno, lo que nos lleva a pensar que éstas
molecular se mantienen unidas por medio de fuerzas de dispersion de London, las

cuales se forman entre dos moléculas formando dipolos inducidos.

Por otra parte, las simulaciones de dinamica molecular realizadas entre el NTC y los
distintos solventes, nos muestran que el agua no es un buen solvente, tal como se
puede corroborar de manera experimental, ya que los NTC no son solubles en agua.
Sin embargo, los iones fosfato, los cuales sabemos de manera experimental que, si
funcionan como solventes para los NTC, no presentan repulsiéon hacia éstos, al igual
que el cloroformo y el metanol, lo que nos permite pensar que éstos podrian ser

solventes para los NTC.



Como podemos observar, los experimentos in silico, ya sea el acoplamiento o la
dindmica molecular, pueden ser de gran utlidad para poder predecir el
comportamiento de los NTC en distintos ambientes. Esto nos podria llevar a
encontrar un solvente que no sea tan tdxico y quiza en un futuro, poder

implementarlos en la practica, ya sea clinica o experimental.

Por ultimo, de acuerdo con la hipétesis inicial donde nos dice que “Mediante
procesos de oxidacion y funcionalizacion no covalente los nanotubos de carbono
(NTC) interactian con biomoléculas como proteinas, carbohidratos y iones en
ambientes acuosos que favorecen su interaccion y dispersibn en matrices de
naturaleza quimica y biolégica, las cuales pueden ser evaluadas mediante docking”,
se llega a la conclusién que si bien son importantes las fuerzas de dispersion de
London, en un ambiente acuoso los NTC no son lo suficientemente capaces de tener
una dispersion adecuada en conjunto con las biomoléculas por lo que tienden a
agregarse, sin embargo en lo observado con diversos solventes los NTC tienen
mayor capacidad de dispersidn en solventes inorganicos, pero en conjunto con
biomoléculas , las que pierden capacidad quimica son las biomoléculas ya que estos
solventes no son en su mayoria compatibles. Por lo que esta hipétesis no fue
comprobada.

Sin embargo, el analisis de la interaccion y estabilidad de los nanocompuestos
permitira nuevas aplicaciones en el area biomédica considerando la nulidad de su

citoxidad, mejor compatibilidad y dispersién adecuada en los estudios bioldgicos.
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