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Carbon nanotubes-chitosan in HOS and THP-1 cells
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RESUMEN

Introducción: Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras nanométricas utilizadas en el tratamiento 
de enfermedades, principalmente en la entrega de fármacos para terapias en cáncer. Objetivo: Estudiar 
la internalización de NTC acoplado a quitosan (NTC-Q) en células de osteosarcoma humano (HOS) y 
monocitos humanos de leucemia aguda (THP-1). Materiales y métodos: Los NTC solubilizados con 
quitosan 30% fueron caracterizados espectroscópicamente por UV-Vis, fluorescencia y Raman. Las 
células  HOS y THP-1 fueron tratadas con NTC-Q y se evaluó la internalización por tinción de Giemsa en 
microscopio de luz y la citotóxicidad utilizando la prueba fluorométrica de Azul de Alamar. Resultados: 
Los espectros Raman y de fluorescencia mostraron la funcionalización de los NTC con quitosan. Los NTC 
fueron internalizados por las líneas celulares después de 24 h mostrando una ubicación citoplasmática 
sin presentar citotóxicidad en ninguna de las células evaluadas. Discusión: Las características 
presentadas por los NTC-Q les brinda la posibilidad de ser utilizados como transportadores de fármacos. 
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ABSTRACT

Introduction: Carbon nanotubes (CNT) are nanometer-sized structures used in medicine in the treatment 
of diseases, mainly in drug delivery in therapies against cancer. Objective: To Study the internalization 
of carbon nanotubes modified with chitosan (CNT-CH) in human osteosarcom cells (HOS) and human 
monocytes of acute leukemia (THP1). Materials and methods: The CNTs solubilized in chitosan 30% 
were characterized spectroscopically by UV-Vis, fluorescence and Raman. HOS cells and THP-1 were 
treated with CNT-CH, the internalization was evaluated by Giemsa staining with light microscopy, and 
cytotoxicity was determined using Alamar Blue assay. Results: Raman and fluorescence spectra showed the 
functionalization of the CNT with chitosan. After 24 h the NTC were internalized in the cell lines showing 
a cytoplasmic location and were not cytotoxic in any of both cell lines types. Discussion: The properties of 
CNT-CH on cells allowing it to be potentially used as drug carrier. Salud UIS 2011; 43(1): 21-26
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INTRODUCCIÓN

Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras 
cilíndricas de tamaño nanométrico que gracias a sus 
propiedades fisicoquímicas, electrónicas y biológicas 
han permitido ser utilizados en casi todos los campos 
de las ciencias1. En medicina han encontrado aplicación 
en el tratamiento y diagnóstico de enfermedades, por 
ejemplo mediante el transporte y entrega de fármacos 
en cáncer2. 

Los NTC se pueden clasificar en dos tipos diferentes 
según el número de capas: NTC de pared simple 
(NTCPS) y los NTC (NTCPM) de capa múltiple, 
formados por capas concéntricas (Figura 1). Los 
NTCPS están constituidos por átomos de carbono 
organizados en una red hexagonal cilíndrica. Los 
extremos pueden estar cerrados por media esfera de 
fulereno o pueden estar abiertos. Mientras tanto los 
NTCPM tienen una estructura similar a varios NTC 
de pared simple concéntrica con diferentes diámetros. 
En ambos casos la principal característica que da a 
los NTC sus excelentes propiedades, es que exhiben 
una relación longitud/diámetro elevada, esto es, su 
diámetro es del orden de los nanómetros y su longitud 
puede variar desde unas micras hasta milímetros e 
incluso algunos centímetros3. 

de estos inconvenientes otras metodologías hacen uso 
de metales de transición soportados sobre materiales 
inorgánicos como la sílice y zeolitas4. 

El desarrollo de nuevas metodologías para la 
modificación química de NTC ha estimulado la 
preparación de nanotubos solubles que pueden ser 
empleados en varias aplicaciones médicas, entre las 
cuales el suministro localizado de fármacos para 
el tratamiento del cáncer es la más promisoria5. La 
solubilidad y funcionalización de los NTC es un 
requisito primordial para mejorar las propiedades de 
biocompatibilidad en aplicaciones biológicas. Los 
NTC pristinos (puros) son completamente insolubles 
en todos los solventes, para lo cual es necesaria la 
funcionalización química de estas nanoestructuras6.  
Existen varias metodologías para la funcionalización 
química ya sea covalente o no covalente de los NTC. 
En la funcionalización covalente los nanotubos primero 
son oxidados mediante el uso de ácidos fuertes como: 
acido clorhídrico, sulfúrico y nítrico. Esta oxidación  
crea defectos en las paredes de los NTC cortándolos, 
de tal manera que se generan grupos carboxílicos que 
incrementan la dispersión y solubilidad en soluciones 
acuosas7. En algunas ocasiones estos defectos 
superficiales afectan las propiedades estructurales y 
electrónicas  de los NTC7, razón por lo cual se utilizan 
reacciones no covalentes. La funcionalización no 
covalente hace uso de biomoléculas y algunos tipos de 
detergentes, como el SDS y el Triton X-1008. En este 
caso estas moléculas “envuelven” al NTC mediante 
interacciones no covalentes como fuerzas de van der 
Waals e interacciones de apilamiento π-π.

Una vez los NTC han sido funcionalizados con 
moléculas bicompatibles (ADN, proteínas, enzimas, 
etc) pueden ingresar por medio de mecanismos como la 
difusión pasiva o la endocitosis y ser internalizados en 
el interior de la célula9. El ingreso de los NTC al interior 
de la célula ha sido aprovechado para utilizarlos como 
vehículos para entrega y transporte de fármacos. Varios 
experimentos en células cancerígenas han utilizado 
a los NTC funcionalizados con fármacos como la 
anfotericina B6, doxorubicina10, paclitaxel11, etc. 

El quitosan es una de las moléculas utilizadas para 
la funcionalización y solubilización de NTC12 y es 
un biopolímero (polisacárido) de origen marino, que 
se encuentra presente en el caparazón de algunos 
moluscos13. Debido a su origen natural y a su baja 
toxicidad ha encontrado aplicación en el campo 
biomédico. Recientemente varios trabajos han utilizado 
el quitosan para la entrega de fármacos para el 

Figura 1. Nanotubos de carbono de (A) pared simple y (B) 
pared múltiple3

Existen diferentes metodologías para preparar los 
NTC, entre las cuales se destacan: la vaporización por 
grafito con pulsos de láser, descarga por arco eléctrico 
en electrodos de grafito, pirolisis y alta presión de 
CO3. Sin embargo estas metodologías sufren algunas 
limitaciones importantes como: producción de mezclas 
de nanotubos con diferentes longitudes, muchos 
defectos y variedad de torsiones4. Para superar algunos 
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tratamiento del cáncer de pulmón12. Las propiedades en 
la entrega de fármacos del quitosan libre son mejoradas 
cuando el quitosan es funcionalizado sobre la superficie 
de NTC13. 

Debido a las razones mencionadas anteriormente 
en este trabajo se utilizó el quitosan funcionalizado 
no covalentemente a los NTC para estudiar la 
internalización en dos tipos de líneas celulares: HOS 
y THP1. 

METODOLOGÍA

Solubilización y funcionalización de NTC-Q
Los NTC de pared simple fueron adquiridos 
comercialmente (Sigma, USA) y funcionalizados 
con una solución acuosa de quitosan 30% mediante 
ultrasonido durante 1 hora. La solución NTC-Q 
fue centrifugada durante 20 minutos a 2800 rpm. 
El sobrenadante fue retirado cuidadosamente y el 
sólido fue descartado, debido a que en el sólido están 
presentes impurezas y conglomerados insolubles 
de NTC14. Luego los NTC-Q fueron almacenados 
a 4°C para los ensayos biológicos. Finalmente los 
NTC-Q fueron caracterizados por espectroscopia 
UV/Vis, de fluorescencia y de Raman. Los resultados 
de la caracterización de UV/vis fueron obtenidos y 
analizados por medio de sus respectivos espectros 
expresados en unidades de absorbancia contra longitud 
de onda (nm), en la espectroscopia de fluorescencia 
los espectros se obtuvieron en unidades arbitrarias 
de fluorescencia contra longitud de onda (nm) y en el 
caso de la espectroscopia Raman unidades arbitrarias 
de intensidad contra desplazamiento químico (cm-1).

Líneas celulares
Las líneas celulares de osteosarcoma humano (HOS, 
ATCC) y los monocitos humanos de leucemia aguda 
(THP-1, ATCC), se cultivaron en medio RPMI 1640 
con 10% de suero bovino fetal inactivado (SBFi), 0,1% 
de penicilina-estreptomicina a 37°C, 5% CO2, 95% 
mezcla-aire. 

Prueba de internalización 
Las células HOS fueron colocadas en placa de 24 pozos 
con laminillas circulares en el fondo por 24 h.  Las células 
THP-1 fueron colocadas en las mismas condiciones 
por 72 h adicionando forbol miristato acetato (PMA) 
para lograr su transformación al fenotipo adherente. 
Ambas líneas celulares fueron tratadas con NTC-Q 

a una concentración de 0,165 mg/mL por un periodo 
de 4 h a 48 h a 37°C, 5% de CO2, 95% mezcla-aire. 
Posteriormente, se determinó el porcentaje de células 
que internalizaban el cual fue calculado por recuento 
de 300 células en microscopio luz, en células fijadas 
con metanol y coloreadas con Giemsa. Se consideró 
como internalización positiva toda célula en la que 
se observaba claramente la agrupación de NTC-Q 
intracelularmente. 

Prueba de citotoxicidad
Las células HOS y células THP1 transformadas con 
PMA en placa de 96 pozos fueron tratadas con cinco 
diferentes concentraciones de NTC-Q (0,33-0,021 
mg/mL) durante 24 h a 37°C, 5% CO2, 95% mezcla-
aire. Células controles fueron tratadas con miltefosina 
o dejadas con medio de cultivo sin compuesto. 
Como blanco se utilizaron pozos que contenían AB 
sin células. La citotoxicidad fue determinada por el 
método fluorométrico de Azul de Alamar (AlamarBlue 
Biosurce, AB). Las células fueron incubadas con AB y se 
cuantificó la intensidad de fluorescencia (IF) utilizando 
un fluorométro (Perkin Elmer L5) con lecturas a una 
longitud de onda de excitación de 560 nm y de emisión 
de 590 nm. El porcentaje de citotoxicidad se determinó 
con la formula (1-(IF grupo tratado / IF grupo control) 
* 100).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Solubilización y caracterización espectroscópica 
de NTC-Q
Los NTC de pared simple fueron solubilizados mediante 
sonicación y centrifugación de una solución acuosa 
de quitosan 30%. En la (Figura 2) se observan los 
NTC-Q totalmente homogenizados, lo cual demuestra 
la solubilización de los NTC. Similares resultados se 
obtuvieron en otros trabajos realizados con quitosan15,16.

Figura 2. Nanotubos de carbono antes (a) y después de la 
solubilización (b) en quitosan 30%
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El análisis por espectroscopia UV/Vis mostró una banda 
de máxima absorbancia a 265 nm característica de los 
fonones resonantes y de las transiciones electrónicas de 
los electrones pi presentes en la estructura del grafeno. 
Esta banda característica ha sido observada en otros 
trabajos con NTC14. 

Una de las características de los NTC es el efecto de 
apagamiento de la fluorescencia (quencher) cuando 
interacciona con compuestos que tienen fluorescencia17. 
Este efecto fue observado en este trabajo. En la (Figura 
3) se aprecia la emisión del quitosan a una l= 418 
nm, esta emisión desaparece o es apagada casi en su 
totalidad cuando el quitosan está unido al NTC.

ID/IG es un indicio de la funcionalización de los NTC 
con el quitosan. Esta relación de intensidades entre 
las bandas D y G ha servido también para evaluar 
cuantitativamente la funcionalización de NTC con 
agentes dispersantes como dodecil bencenosulfonato 
de sodio (SDBS)19.

Figura 3. Espectro de emisión de fluorescencia de chitosan y 
NTC-chitosan. 

La espectroscopia Raman es una herramienta muy útil 
en la cual la muestra se excita con una laser de energías 
entre 2,60 y 1,17 eV (477 y 1064 nm respectivamente), 
precisamente en el rango de algunas de las transiciones 
ópticas de los NTC, por lo que se puede esperar que esta 
espectroscopia aporte información sobre la estructura de 
los NTC18. Los espectros Raman de los NTC y NTC-Q 
se pueden observar en la (Figura 4) , se identificaron las 
bandas características D y G, denominadas, banda de 
desorden inducido y banda de elongación o vibración 
tangencial respectivamente. La banda D es indicadora 
de la presencia de defectos en las paredes, de manera 
que de la relación de intensidades entre las bandas D y 
G puede afirmarse que el NTC presenta quitosan en sus 
alrededores. La relación de intensidades de las bandas G 
(vibración tangencial) y D (desorden inducido) de NTC 
y NTC-Q fueron de 0,0637 y 0,096 respectivamente. El 
aumento en el valor de la relación de las intensidades 

Figura 4. Espectroscopia Raman de (a) NTC y (b) NTC-
chitosan.

Las células HOS y THP-1 internalizaron los 
NTC-Q 
Las células HOS y THP-1 internalizaron los NTC-Q 
con algunas diferencias. En las células HOS, se 
observó internalización del NTC-Q a partir de las 4 h 
de incubación, siendo esta mayor después de 24 y 48 h 
de incubación con % de internalización de 8,0, 42,3% 
y 78,0% respectivamente. Las células THP-1 mostraron 
una agrupación intracelular de NTC-Q a las 24 y 48 h de 
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incubación con % de internalización de 36,3 y 65,7 % 
respectivamente. La internalización de los NTC-Q por 
las células HOS se observa en la (Figura 5 a y b) y por 
las células THP-1 en la (Figura 5 c y d). Ambas líneas 
celulares presentaron una única ubicación intracelular 
del compuesto en una posible vacuola, sin observarse 
dispersión de los NTC en toda la estructura celular. 

Figura 5. Internalización de NTC en células HOS y THP1 a las 
24 y 48 h.  Coloración  Giemsa, observación en microscopio 
de luz transmitida, Aumento: 100X. a. Células HOS, 24 h; b 
Células HOS, 48 h; c Células THP-1, 24 h; d. Células THP-1, 
48h. Las flechas indican el compuesto NTC-Q

La internalización de NTC de pared simple 
funcionalizados con acido fólico, ha sido reportada en 
varias líneas celulares como en células de carcinoma 
hepato-celular humano (Hep-G2), donde se registra 
internalización desde la primera hora completándose 
a la tercera hora  de incubación21. Sin embargo, no 
se reporta una única agrupación de los NTC en el 
citoplasma, esta característica en nuestros resultados 
puede estar dada por la funcionalización de los NTC 
con el quitosan, el cual como se ha reportado en la 
literatura forma protuberancias en la superficie de los 
nanotubos de carbono provocando la formación de 
paquetes unidos por quitosan22. 0,165 mg/mL

Los NTC-Q no fueron citotóxicos 
Los NTC-Q no fueron citotóxicos a la concentración 
utilizada en los ensayos de internalización (0,165 
mg/mL). La máxima concentración evaluada en este 

trabajo, de 0,33 mg/mL, presentó un bajo porcentaje 
de toxicidad en las células HOS y THP1 siendo éste 
de 31,46 y 8,32 % respectivamente. Concentraciones 
menores no fueron tóxicas para las células. La 
miltefosina, utilizada como control de muerte, fue 
tóxica para las células presentando a concentraciones 
tan bajas como 0,081 mg/mL un porcentaje de muerte 
celular mayor del 99 % para HOS y THP-1.

Son diversos y discutidos los resultados que se 
reportan en la literatura sobre la toxicidad de los NTC 
especialmente aquellos que utilizan el método del 
bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
(MTT) como prueba. Se plantea que muchos de los 
resultados reportados podrían ser erróneos ya que al 
parecer los NTC podrían interferir con la formación 
del compuesto coloreado formazan que se produce al 
reducirse el MTT por acción de enzimas mitocondriales 
de las células vivas24 Estudios realizados en células 
embrionarias de riñón humano (HEK293), utilizando 
como prueba de citotoxicidad el método MTT, reportan 
una disminución de la viabilidad celular dependiente 
de la dosis de NTC, pero en concentraciones mucho 
menores que las reportadas en este trabajo (de 0,78125 
µg/mL hasta 200 µg/mL) 23.  

CONCLUSIÓN

Una vez preparado y caracterizado los NTC 
funcionalizados con quitosan, se determinó que estos 
son internalizados sin presentar toxicidad en algunas 
células de mamífero. Este resultado abre el camino para 
la utilización de estos nanocompuestos como vectores 
de fármacos o de otros tipos de biomoléculas para el 
tratamiento de cáncer y de diferentes enfermedades que 
involucren microorganismos intracelulares. 
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