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Resumen de la tesis que presenta José Antonio Tejeda Rodriguez como requisito parcial para la
obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Fisica de Materiales en Biomedicina.

Fabricacion de un bio-nanomotor para el transporte de farmacos

Resumen aprobado por:

Dr. Victor Julian Garcia Gradilla
Director de tesis

Los micro/nanomotores son un tipo de maquinas miniaturizadas capaces de convertir la
energia quimica o externa en movimiento mecanico a escalas micro y nanométricas. Estas pequefias
maquinas pueden ser modificadas o funcionalizadas de tal manera que puedan interactuar no solo
con el medio en el que estdn embebido, sino, con distintas particulas de manera selectiva. Es de
gran interés que estas nanomaquinas sintéticas sean biocompatibles, con la idea de poder ser
aplicados en el campo de la nanomedicina, como en el transporte selectivo de farmacos, la
nanocirugia de precision, la obtencidon de biopsias, la clasificacién de células, el ensayo de
diagndstico, etc. En este proyecto se llevd a cabo la fabricacidn del primer bionanomotor hibrido de
dimensién totalmente nanométrica, tomando como andamio la capside viral de un virus icosaédrico
de 28 nm de didmetro y que infecta plantas, en este caso fue usado el virus del moteado clorético
del caupi (CCMV), el cual fue metalizado de manera asimétrica empleando la técnica de “Shadow
Deposition”, dicho metalizado asimétrico fue corroborado por microscopia electrénica de
transmisién (TEM). Se realizaron estudios de movimiento y velocidad segln distintas
concentraciones de peréxido de hidrogeno el cual es utilizado como combustible, asi como la
insercidn, y transporte del profarmaco anticancerigeno Tamoxifen, utilizado para el tratamiento de
cancer de mama, ademds posee propiedades fluorescente, lo cual nos permitira observas las
capsides que lo contengan, generando asi, un bionanomotor como un “nanotransportador” de
farmacos. Estos resultados podrian extenderse a otros tipos de nanomotores y/o virus para su uso
potencial para el transporte de moléculas terapéuticas, lo cual podria revolucionar la forma en la
cual se suministran los farmacos actualmente.

Palabras clave: Nanomotores, Nanomaquinas, CCMV (Virus del moteado clorético del caupi),
Virus, Janus Virus.



Abstract of the thesis presented by José Antonio Tejeda Rodriguez as partial requirement to obtain
the Master degree in Materials Physics with orientation in Biomedicine.

Fabrication of a bio-nanomotor for drug transport

Abstract approved by:

Dr. Victor Julian Garcia Gradilla
Thesis Director

Micro / nanomotors are a type of miniaturized machines capable of converting the chemical or
external energy in mechanical movement down to micro and nanometric scales. These small
machines can be modified or functionalized in a way that they can interact with not only the medium
in which they are embedded, but with different particles selectively. It is of great interest that these
synthetic nanomachines are biocompatible, with the idea of being applied in the field of
nanomedicine, as in selective drug transport, precision nanosurgery, obtaining biopsies, cell
classification, diagnosis, etc. In this project the manufacture of the first hybrid bionanomotor of total
nanosized dimension was carried out, taking as a scaffold the viral capsid of an icosahedral virus of
28 nm in diameter that infecting plants, in this case we used the virus of the Cowpea chlorotic mottle
virus (CCMV), which was asymmetrically metalized using the "Shadow Deposition" technique, this
asymmetric metallization was corroborated by transmission electron microscopy (TEM). Movement
and velocity studies were performed according to different concentrations of hydrogen peroxide
which is used as fuel, as well as the insertion and transport of the anticancer prophylactic Tamoxifen,
used in the treatment of breast cancer, and has fluorescent properties that will allow us to observe
the capsids containing it, thus generating a bionanomotor as a nanotransporter of drugs. These
results could be extended to other types of nanomotors and / or viruses for their potential use in
the transport of therapeutic molecules, which could revolutionize the way that drugs are currently
supplied.

Key words: Nanomotor, Nanomachines, CCMV (Cowpea chlorotic mottling virus), Virus, Janus
Virus.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Micro/nanomotores

Los micro/nanomotores son maquinas fabricadas por el hombre a escalas tan pequefias como el de
las bacterias o incluso motores moleculares en virus, estos motores pueden convertir la energia
guimica o externa en movimiento mecdanico a dichas escalas. En la ultima década se han logrado
importantes avances en el disefio y la fabricacién de los micro/nano-motores como futura

plataforma biomédica inteligente (Abdelmohsen, Peng, Tu, & Wilson, 2014).

A escalas tan pequefias, factores como la inercia son despreciables, dado que cualquier fuerza
mecdnica aplicada es contrarrestada inmediatamente por la resistencia viscosa, que en conjunto
con la difusion Browniana hacen que el movimiento de estas maquinas diminutas sea una tarea

complicada (Sanchez, Soler, & Katuri, 2015).

Los micro/nanomotores pueden ser clasificados en dos grupos principales: auténomos y

dependientes.

Los micro/nanomotores dependientes son aquellos que para lograr un movimiento continuo a
escalas tan pequefias, necesitan de algin estimulo o fuerza de manera continua, estos estimulos
pueden ser accionados externamente por un dispositivo macroscépico que proporcione la energia

gue se convertird en movimiento, por ejemplo campos eléctricos, magnéticos o acusticos.

Los micro/nanomotores auténomos son aquellos que convierten la energia en movimiento de
manera local sin la necesidad de algun estimulo externo, obteniendo energia mecanica a partir de

reacciones quimicas in-situ mediante la catdlisis (Sanchez et al., 2015).

1.2 Clasificacion de motores segtin su mecanismo de propulsién

1.2.1 Micro/nanomotores impulsados por combustible

Para que cualquier motor funcione se requiere de una fuente de energia para generar el
movimiento. En el caso de los micro/nanomotores, la energia requerida para la motilidad se obtiene

generalmente a través de la descomposicién de un combustible por un catalizador. El tipo de

10
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combustible, la concentracion de combustible, la naturaleza del motor catalitico, y el control de las
velocidades y movimiento son factores claves para el desarrollo y efectividad de estos motores.
Algunos ejemplos de métodos de propulsién a base de combustibles son: Propulsién de burbujas,

difusion foresis, electroforéticos, y propulsidon de gradiente interfacial (Abdelmohsen et al., 2014).

1.2.2 Propulsién por burbujas

La propulsién por medio de burbujas es probablemente el mecanismo mas investigado en el campo
de los nanomotores. Hay muchos ejemplos que se centran en el disefio de motores (por ejemplo,
motores microtubulares) que operan a través de la propulsidn de burbujas. Este tipo de propulsion
se origina por la descomposicién espontanea de un combustible en contacto con un catalizador,
liberando burbujas de gas del tamafio de micras: Dicha liberacién de burbujas acciona el movimiento

de los motores hacia una direccion lejos del catalizador (Abdelmohsen et al., 2014).

Uno de los combustibles mas utilizados es la descomposicidn catalitica del peréxido de hidrégeno
(H203) en solucién acuosa. Utilizando platino (Pt) como catalizador, se sustraen electrones del H,0;
reduciendo la energia de activacién sobre el H,0,, descomponiendo 2H,0,--> 2H,0 + O;, donde el
O, genera las burbujas de un lado del micro/nanomotor lo que resulta en la fuerza de propulsién
del motor en direccidon opuesta a las burbujas y al catalizador generando el movimiento base de

combustibles (Abdelmohsen et al., 2014).

0, /
2 02
(0,
H202
0, 0,
0, :Burbujade Oxigeno HZO2 : Peroxido de Hidrogeno

- : Direccion de propulsion

Figura 1. Representacion esquemadtica de un micro/nanomotor en movimiento bajo el mecanismo de
propulsidn burbuja. La superficie interior esta construida de un catalizador de Pt. Durante la descomposicion
del peréxido, se generan burbujas de oxigeno liberdandose del extremo mas ancho del motor, lo que resulta

en la propulsién del motor en direccién opuesta a las burbujas y el catalizador.
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1.2.3 Propulsion por Auto-electroforesis

En la auto-electroforesis los micro/nanomotores generan un campo eléctrico local a través de

gradientes quimicos y se mueven en respuesta a este campo eléctrico auto-generado.

Por ejemplo en el caso de los micro/nanomotores bimetalicos Au-Pt (Figura 2) la oxidacion del H,0,
se produce preferencialmente en el extremo del dnodo (Pt) y la reduccién del H,0; (y O,) en el
extremo del cdtodo (Au). La superficie de oro cataliza una reaccién que toma protones, electrones
y H20; produciendo H,0, esta reaccidn hace que los protones y electrones fluyan desde el lado del
platino. En la seccidn intermedia, la misma cantidad de electrones y protones recorren la superficie
del micro/nanomotor, a su vez la carga positiva de los protones atraen a las moléculas de agua,
arrastrandolas a los largo del micro/nanomotor. Por ultimo, la seccion de platino se encarga de
generar los protones necesarios al catalizar la descomposicién del H,O; en electrones, protones y
oxigeno molecular. En resumen, el micro/nanomotor obtiene su movimiento debido a la reacciones
guimicas que ocurren en la superficie de oro y platino, y al flujo ininterrumpido de electrones,
protones y moléculas que ayudan a que el micro/nanomotor pueda superar la viscosidad del fluido

y moverse a través de el mismo (Mallouk & Sen, 2009).

H,0, 2H' +H,y0, +2¢

Flujo de fluido ——

|l SR ——

Hf —

= 2H,0
0,+2H +2e

Figura 2. Nanorod de Platino-Oro.

1.2.4 Propulsién por difusioforesis

Difusioforesis es un fendmeno en el cual el movimiento de las particulas es impulsado por un
gradiente de concentracidn de los solutos. Es posible clasificar la difusioforesis en dos categorias

principales: Difusioforesis electrolito y no electrdlito, en el que las moléculas que contribuyen
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gradiente se encuentran cargada o no cargadas, respectivamente (Wang, Duan, Ahmed, Mallouk, &

Sen, 2013)

Las reacciones quimicas que tienen lugar en las superficies consumen reactivos y generan
productos, lo que lleva a concentracidn de gradientes que potencian el movimiento de motores. En
estos casos, el término auto-difusioforesis es utilizado como mecanismo de propulsién debido al
hecho de que el gradiente de concentracidn es generado por el micro/nanomotor (Wang et al.,

2013)

En la figura 3 se muestra un esquema de difusioforesis de electrolitos, donde una particula cargada
es conducida por un gradiente de concentracidon de especies idnicas. Dado que los cationes y
aniones se difunden a distintos ritmos, se genera un campo eléctrico que impulsa a una particula
cargada. Asi mismo, los cationes y aniones interacttiian con la doble capa de la particula cargada de
manera diferente, lo que resulta en una presidon que mueve la particula hacia la secciéon de mayor

concentracion de electrolitos.

E
o °@® E ° @
0 \ £ P i ™ - (0.0%e .®
° - <4 + k+ . o ® \ o ® °
O ° o® + _/ = e 2 +x‘\ ° OO (@) °®
e) ';'+ [ A4 E Qe
Lbow [ E L i s ) N High
Electrolyte \ @ .+ I E Electrolyte
Concentration RN - -/ £ °® Concentration
€ N a L ) )
E °® ++++ E [ ° .Oooo
® o° 'Y o "% o-°.
e - e ®
# T T S T E VY s 9 ;@
® Anion(-)
>
=gl @ Cation (+)

Figura 3. Difusioforesis de una particula cargada negativamente cerca de una superficie cargada

negativamente (Wang et al., 2013).
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1.3 Micro/nanomotores libres de combustible

1.3.1 Motores impulsados magnéticamente

Los micro/nanomotores impulsados magnéticamente presentan caracteristicas de suma
importancia para ser utilizados en sistemas bioldgicos, no necesitan combustibles que pueden llegar
a ser tdxicos, no forman subproductos, son relativamente faciles de manipular y se puede controlar

la direccidon de su movimiento.

Estos micro/nanomotores estan elaborados con elementos magnéticos, estructuras helicoidales,
nanohilos flexibles (Figura 4A) o rigidos, o microperlas que al interactuar con un campo magnético

les otorgan propiedades de movimiento (Abdelmohsen et al., 2014).

A)
Ri
S
T\,-/“‘\;’:_:
\/ Au
Ni
B)

/\,\/\f;:?

Figura 4. Micro/nanomotores magnéticos. A) Micro/nanomotor magnético con seccion flexible de Ag. B)

Micro/nanomotor magnético helicoidal (Wang et al., 2013).

Los micro/nanomotores magnéticos helicoidales (Figura 4B) al ser expuestos a un campo
magnético giratorio, la rotacién de la cabeza inducida magnéticamente es convertida en
movimiento de traslacién en una direccion dependiente de la quiralidad de la hélice. La rotacion de
la cabeza magnética da como resultado el movimiento. La direccién del movimiento se puede
cambiar facilmente mediante la inversién del campo magnético rotatorio (Abdelmohsen et al.,

2014).
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1.3.2 Motores impulsados por ultrasonido

El ultrasonido son ondas mecanicas, cuya frecuencia esta por encima del valor umbral del rango de
audiciéon humana (aproximadamente 20 000 Hz) que puede ser utilizado como un estimulo externo

de propulsién de pequefios motores (Abdelmohsen et al., 2014).

Los motores impulsados por ultrasonido son microvarillas que poseen un extremo céncavo o
convexo, otorgandole una forma asimétrica. La asimetria de la microvarilla induce una contribucién
no equivalente en la presidn de ultrasonido, por lo tanto un gradiente de presién en la superficie de
las microvarillas las impulsa unidireccionalmente (Figura 5). Es posible controlar la direccion del
movimiento de estos motores, al agregar secciones magnéticas en la parte media del mismo, al
trabajar en conjunto con el transductor generando las ondas de ultrasonido y controlando el campo
magnético agregado es posible obtener un movimiento predeterminado y controlado de los

micro/nanomotores (Garcia-Gradilla et al 2013, Abdelmohsen et al. 2014).

Au: Gold Ni: Nickel ¢ & : Magnetic field .j) : Ultrasound waves
-~

l’ : Dircction of propulsion

Figura 5. Ilustracion esquematica de un micro/nanomotor fabricado de una aleacién de metal Au-Ni-Au

propulsado por ultrasonido y guiado por un campo magnético (Abdelmohsen et al., 2014).

1.3.3 Motores impulsados por electricidad

Los diodos son dispositivos electrénicos capaces de rectificar la corriente en un sentido, este
principio se utiliza para la fabricacion de micro/nanomotores donde al aplicar un campo eléctrico
externo de corriente alterna se produce en el motor una corriente eléctrica en un sentido, de la cual
es posible obtener movimiento. El flujo electro-osmético localizado alrededor de los diodos otorga

movimiento direccional de los mismos (Calvo-Marzal et al., 2010).


https://es.wikipedia.org/wiki/Frecuencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Hercio
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Como ejemplo estan los diodos elaborados por Wang et al, donde utilizaban nanohilos de poli
(pirrol)-cadmio (PPy-Cd) y CdSe-Au- CdSe, que al aplicar un campo eléctrico se observa una

locomocién direccional de estos nanohilos a 17.2 um s™.

Este tipo de propulsidon de micro/nanomotores libre de combustibles podria llegar a ser considerado
en algin momento para aplicaciones biomédicas. Los nuevos motores de nanohilos multisegmento
podrian ser espacialmente funcionalizados hacia la creacién de nanomdaquinas que realicen tareas

especificas, tales como el transporte y liberacion de farmacos (Calvo-Marzal et al., 2010).

1.3.4 Motores impulsados por luz

Microparticulas de cloruro de plata (AgCl) poseen propiedades fotosensibles que pueden ser
explotadas para obtener movimiento al contacto con la luz. Sen et al. demostré que la disolucion de
AgCl inducida por luz ultra violeta (UV) produce protones e iones cloruro donde la velocidad de la
difusién de los protones que se alejan del AgCl es diferente de la de los iones cloruro, lo que conduce
a la formacién de un gradiente de electrolito alrededor de la particula de AgCl que resulta en auto-
difusioforesis, donde los cationes y aniones se difunden a distintos ritmos, y se genera un campo
eléctrico que impulsa a una particula de AgCl hacia la seccion de mayor concentracién de

electrolitos (Ibele, Mallouk, & Sen, 2009).

Las microparticulas AgCl (1um de didmetro) al estar en agua desionizada y ser expuestas a rayos
ultra violeta (UV) obtienen velocidades de hasta 100 um s, Las soluciones que contienen una alta

concentracién de micromotores de AgCl exhiben comportamiento colectivo.

1.4 Aplicaciones biomédicas de los micro/nano motores

1.4.1 Deteccidn y aislamiento

Los micro/nanomotores tienen el potencial de detectar y aislar biomoléculas y células en muestras

bioldgicas.

Las capacidades de deteccién y aislamiento altamente especificos de estas micro/nanomotores los

hacen particularmente atractivos en la construccién de dispositivos bioanaliticos de microchip, los
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cuales son creados a partir de distintos componentes, donde cada uno es individualmente

responsable de la deteccidn, aislamiento y bioanalisis (Abdelmohsen et al., 2014).

Basados en la interaccion de donante-receptor, los micro/nanomotores poseen la habilidad de
capturar y transportar diferentes cargas. Un ejemplo de esto son los micro/nanomotres de
oro/niquel/polianilina/platino funcionalizados con bioreceptores como lectinas y anticuerpos ConA
qgue son efectivos en el reconocimiento y aislamiento de las bacterias como e-coli y s-aureus
(Abdelmohsen et al., 2014). Asi mismo, también se han utilizado micro/nanomotores
funcionalizados con secuencias de oligonucledtidos como plataformas sensibles para aplicaciones
de deteccién. Por ejemplo, micro/nanomotores a base de silica mesoporosa funcionalizada
asimétricamente con ADN de una sola hebra y catalasa con los cuales se logrd capturar con éxitoy
selectivamente ADN solo y ADN funcionalizado con Sulfo-SMCC con cargamento particulas mds

pequefias de silica en fluidos biolégicos (Gao,et al. Manesh, Hua, Sattayasamitsathit, & Wang, 2011)

1.4.2 Transporte de farmacos

Una de las principales aplicaciones para los micro/nanomotores es el transporte de farmacos, donde
se modifican los micro/nanomotores para realizar interacciones especificas con el farmaco (o

cargamento), esto con el fin de mejorar la manera en la cual se suministran los farmacos hoy en dia.

Se han investigado distintos micro/nanomotores por su capacidad para transportar cargamentos,
asi como vehiculos para el transporte de farmacos, tales como liposomas o microesferas. Algunos
ejemplos de micro/nanomotores modificados para el transporte de farmacos son los
micro/motores cataliticos de aleaciones de Ni/(AUso / AGso) / Ni / Pt para transportar microesferas
magnéticas de PLA (acido polilactico) cargadas de doxorrubicina y liposomas magnéticos
(Abdelmohsen et al., 2014). Asi mismo se han utilizado micromotores tubulares para el transporte
de farmacos hacia células cancerigenas, dentro de los motores tubulares se colocaron
nanoparticulas de platino estabilizadas con cloruro de dialildimetilamonio mientras que en el
exterior se colocé doxorubicina un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de gran
variedad de formas de cdncer. Dichos motores poseen un tamaiio de 12 um de largo por 5 um y una
fuerza de propulsién tal, que les otorgaba velocidades de 74 um s, suficiente para penetrar
parcialmente células Hela y liberar la doxorubicina. Estos motores poseen desplazamiento maximo

sobre los 30 centimetros (Li, Wu, Xie, & Ju, 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
https://es.wikipedia.org/wiki/Tratamiento_(medicina)
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El problema en utilizar motores cataliticos para el transporte de farmacos, es que por lo general los
combustibles utilizados para generar movimiento son téxicos, y su uso en el cuerpo humano podria
traer efectos adversos en lugar de ayudar, es por eso, que para el transporte de farmacos se busca
utilizar micro/nanomotores que utilicen otro tipo de combustible o medio para obtener su

movimiento.

Para realizar aplicaciones in vivo sin el uso de motores cataliticos, el uso de campos magnético es
adecuado ya que las intensidades requeridas de estos campos son inofensivos para los seres
humanos. En el trabajo de Gao et al. 2011 se reportan el uso de micro/nanomotores magnéticos
flexibles de Ni/Ag funcionalizados para capturar particulas con éxido de hierro y doxorrubicina
encapsulada a través de particulas de poli (D, L-lactico-co-acido glicélico) (PLGA, por sus siglas en

inglés) para la administracion de farmacos en células Hela, a través de medios de cultivos celular.

El proceso de transporte consiste en aplicar un campo magnético sobre el micromotor de Ni/Agy
desplazarlo hacia las particulas cargadas con doxorubicina para adjuntarla al micromotor, y trasladar
estos micromotores cargados a través de microcanales hasta la célula Hela en cuestién para liberar

el farmaco (Gao et al., 2011)

1.4.3 Microcirugia

Una cirugia exitosa requiere de incisiones precisas y de localizacién exacta. Sin embargo, realizar
una cirugia minimamente invasiva con escalpelos vy tijeras puede ser imposible de realizar, por lo
cual se le ha prestado atencion a microtaladros magnéticos y microjets enrollados debido a que

pueden penetrar en biomateriales en presencia de un campo magnético externo o combustible.

Los microjets poseen puntas afiladas y exhiben un movimiento parecido al de un sacacorchos en
presencia de peroxido de hidrégeno, lo que les permite perforar células Hela (células de cancer
cérvico uterino) fijas, esto con la finalidad de algun dia poder hacer cortes precisos incluso a nivel
celular siendo minimamente invasivos. Sin embargo, el combustible empleado para impulsar el
microjet puede ser toxico para los sistemas bioldgicos, lo que restringe su aplicacidn en seres vivos.
Como opcidn alternativa se utilizan microtubos de Ti / Cr / Fe controlados remotamente bajo un
campo magnético externo, el movimiento de estos microtaladros es manipulado y controlado,

eliminando el requisito de combustibles téxicos (Abdelmohsen et al., 2014).
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1.5 Virus y capsides virales

La busqueda de nuevas aplicaciones para las nanomdquinas nos obligan a crear nanomotores con
propiedades Unicas, las cuales le permitirdn realizar tareas especificas, por ello es necesario
apoyarse de componentes que ya se encuentren a escalas de nanémetros y poder transformarlos
en nanomotores realizando minimas modificaciones en su estructura base para otorgarle

propiedades de movimiento, tal es el caso de los virus y las capsides virales.

Los virus son agentes infecciosos, consistentes en material genético (RNA o DNA) rodeado por una
capa de proteinas denominada capside. Los virus al infectar una célula huésped utilizan su
magquinaria metabdlica para replicarse. Es posible encontrar virus en baterias, protozoarios, plantas,

hongos, animales y humanos.

Las proteinas que constituyen la cdpside de algunos virus poseen la capacidad de autoensamblarse
en capsides idénticas al virus nativo, generando nanoestructuras bien definidas, con caracteristicas
similares a los virus del cual provienen. Muchas particulas virales pueden ser utilizadas vy
ensambladas de tal forma que no contengan el material genético, de esta manera dejan de ser
particulas infecciosas y pierden su capacidad de auto propagarse. De esta manera se generan
particulas que mantienen sus estructuras geométricas y pueden ser utilizadas como andamios
basicos para el disefio y fabricacidon de materiales nanoestructurados (O’Neil, Reichhardt, Johnson,
Prevelige, & Douglas, 2011). Estas nanoestructuras son llamadas particulas tipo virus (VLPs, por sus
siglas en inglés) son formadas a partir de las proteinas de la capside de un virus y pueden contener
en su interior alguna molécula de interés o estar vacias, concretamente contenedores proteicos que

son llamados VLPs.

Los virus con geometria icosaédrica (CCMV o BMV por ejemplo), poseen un rango amplio de
didmetros que pueden van desde menos de 17 nm hasta 40 nm nm y el virus nativo es de 28 nm de
didmetro. Los virus poseen poros que permiten la difusién de moléculas pequefias del exterior hacia
el interior y viceversa. Esta caracteristica permite su uso como bionanorreactores, es decir, como
estructuras de proteccion para reacciones cataliticas cuando se tienen enzimas como cargamento,
de tal manera que por medio de poros se hace posible la entrada de sustratoy la salida del producto,

lo cual las hace de gran interés para la creacidén de bionanomotores, en especial el virus del virus del
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moteado clordtico del frijol caupi (CCMV, por sus siglas en inglés)(figura 6), dado que la proteina de
la capside del CCMV ha demostrado tener la capacidad de autoensamblarse de forma espontanea
de manera in vitro, ademds posee la capacidad de llevar en su interior cargamento no viral

(Azizgolshani, Garmann, Cadena-Nava, Knobler, & Gelbart, 2013).

Figura 6. Reproduccién de cépside del CCMV por medio de cryo-TEM (Fox et al., 1998).

Las propiedades del virus de CCMV antes mencionadas las convierten en los candidatos perfectos
para ser utilizados como base para la creacidn del primer bionanomotor con capacidad de

transporte de farmacos.

En este trabajo se propone la fabricacién de un bionanomotor utilizando como base la cépside del
virus de planta CCMV, a través de la modificacién de una de las caras de su superficie con un
recubrimiento metalico, semejante a los nanomotores tipo Janus (Gao et al, 2013), los cuales
obtienen su movimiento debido al empuje de las burbujas de oxigeno asociadas con la
descomposicidn catalitica del perdxido de hidrégeno en el revestimiento asimétrico de platino,
pretendiendo conservar las propiedades de retencidn, encapsulamiento, y proteccién de la capside

viral.
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Capitulo 2. Antecedentes

La fabricacién de sistemas a escala nanométrica capaces de auto-propulsion a través del
movimiento lineal o de la rotacidn de sus partes representa uno de los retos mas interesantes para

la ciencia y la tecnologia en los campos de la fisica, la quimica y la biologia (Delogu, 2009).

En 2009, Deloug presenté un trabajo donde se simula el movimiento por medio del uso de dos
capsulas de nanotubos de carbono de una sola pared con una configuracién en zig zag y una seccién
circular estable una dentro de la otra (figura 7). Se utilizaron nanotubos dado que poseen excelentes
propiedades electrdonicas, mecdnicas, asi como la posibilidad Unica que ofrecen de generar y

controlar diferentes formas de movimiento (Delogu, 2009).
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Figura 7. (a) Dos capsulas de nanotubos de carbono en su configuracion rigida. Las dos lineas paralelas
punteadas y la flecha indican la posicion y el tamafio del agujero en el extremo del nanotubo de carbono
exterior. (b) Una vista en seccion transversal del conjunto del nanotubo de carbono relajado que contiene
dtomos de Ar en fase liquida. Las zonas claras y oscuras indican respectivamente, atomos Ar y C (Delogu,

2009).

Las simulaciones de dindmica molecular clasica sugieren que un conjunto de nanotubos de carbono
como el que realizd Deloug en 2009 es capaz de impulsarse. Posiblemente puedan realizarse
ensambles mas complejos en una fase liquida bajo la influencia de un campo eléctrico superpuesto

(Delogu, 2009).

Trabajos como el de Deloug ayudaron a continuar las investigaciones en generar movimiento a
escalas pequefias, las cuales han dieron lugar a micro/nanomotores mas potentes y que utilicen

distintos estimulos para obtener su movimiento. Dichos estimulos pueden ser a base de
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combustibles como aquellos que se mueven a base de reacciones quimicas como nanohilos de Pt-
Au o motores de microtubos enrollados. También existen aquellos micro/nanomotores que no
necesitan de estimulos que involucren el uso de combustibles, como aquellos que ofrecen

propulsién efectiva accionada magnéticamente o eléctricamente.

En 2011 Gao, et al describieron el disefio de un modo dual de locomocidn, y las ventajas de un motor
de nanohilo hibrido en paralelo que puede tener dos fuentes de propulsién, quimica vy
magnéticamente. Los nanomotores hibridos podrian ampliar el alcance de la operacién de

nanomagquinas hechas por el hombre en ambientes diversos y cambiantes (Gao et al., 2011).

Tal motor de nanohilos hibrido es preparado tras la adicidon de un segmento de Pt en su segmento
de Au para crear una “cabeza”catalitica de Pt-Au (Figura 8) y su capacidad de propulsidon es
accionada por combustible que esta en contacto con el Pt mientras que el impulso magnético ocurre

al hacer rotar la seccién de Ni al interactuar con un campo magnético (Gao et al., 2011).
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Figura 8. Propulsidn a) catalitica y b) magnética de un nanomotor hibrido (Gao et al., 2011).

El modo de propulsidn dual del nanomotor hibrido aumenta la versatilidad y amplia el alcance de Ia
operacion de nanomaquinas hechas por el hombre. El disefio de tal nanomotor hibrido compromete
s6lo minimamente el rendimiento de los modos de propulsidn individuales y puede abordar el

agotamiento de combustible y la limitacidon de sal comin en motores accionados quimicamente

(Gao et al., 2011).

Los nanomotores hibridos representan un disefio atractivo y novedoso de nanovehiculos
autorregulados que pueden adaptar y reconfigurar su funcionamiento de acuerdo con el entornoy
acontecimientos inesperados, hacia varias aplicaciones importantes tales como la entrega de

cargamentos, farmacos, o recoleccidn de sustancias peligrosas, entre otras (Gao et al., 2011).
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En 2013 Gao, et al continua trabajando con los micro/nanomotores y describe el uso de un
micromotor tipo Janus que puede ser impulsado a través de la reaccion de 3 combustibles
diferentes: acidos, basicos y perdxido de hidrogeno. Los micromotores Janus de Al/Pd eran
preparadas depositando una capa de paladio en un lado de las microparticulas de aluminio (5-30
um), el paladio era utilizado como catalizador para fomentar la degradacién del perdxido de
hidrogeno y generar burbujas de oxigeno que le otorgan la propiedad de movimiento mientras que
el aluminio era utilizado en medios altamente acidos o basicos (HCl y NaOH) para producir empuje
araiz de burbujas de hidrogeno en distintas reacciones (figura 9), obteniendo una velocidad maxima

de 200 um/s y un tiempo de vida de 8 minutos.

Figura 9. Representacidn esquematica de un micromotor Janus de Al/Pd (Gao, D’Agostino, Garcia-Gradilla,

Orozco, & Wang, 2013)

Este micromotor tipo Janus de Al/Pd fue el primer ejemplo de un micromotor que podia operar en
un medio altamente alcalino (pH >11) y el primero en el que se observaba claramente la estela de
burbujas que propulsan estos motores. Asi mismo este micromotor tenia la posibilidad de cambiar
su cambiar su combustible segin el medio en el que estuviera embebido, esta capacidad de

operacion de multicombustible los hace atractivos ofreciendo un alcance de operacidon mas amplio.

Sin embargo limitantes como el tamafio, el tipo de micromotor (Janus), y su mecanismo de
propulsion los hacen ineficientes en cuestiones de biocompatibilidad y transporte de farmacos,

moléculas o cualquier otro componente a escalas nanométricas.
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La entrega de cargamentos de una manera definida y rapida representa una de las principales
aplicaciones de los micromotores sintéticos. El desafio principal, es como diseiar, fabricar y
optimizar nuevos motores con funciones apropiadas para el transporte y la liberacion de
cargamentos Utiles de manera eficaz y eficiente. Se busca que un micro/nanomotor tenga la
capacidad de llevar una gran cantidad de cargamentos, que libere dichos cargamentos de manera
sensible (por ejemplo, la liberacion controlada de farmacos), y que se desintegre cuando haya

cumplido su tarea (Sattayasamitsathit et al., 2014).

Para cumplir con estos requisitos criticos de multifuncionalidad, en 2014 Sattayasamitsathit et a/
construyeron con éxito un micromotor a base de zinc impulsado quimicamente que muestra

capacidades de carga, entrega y liberacion (figura 10).

Figura 10. Micromotores multicargados. (a) Modelo representativo de la encapsulacion de diferentes tipos de
cargas, (b-c), imagenes de SEM muestran la vista superior (b) y lateral (c) de los micromotores totalmente
cargados con dos tamafios diferentes particulas de SiO2 (500 y 250 nm de diametro). (d-g), imagen de SEM (d)
y analisis EDX (e-g) de los micromotores completamente cargados con nanoparticulas de SiO2 (500 nm) y
nanoparticulas de oro (25 nm). (h-k), Imagen de SEM (h) y andlisis EDX (i-k) de un control de un micromotor
de zinc sin ninguna carga de particulas. Todas las barras poseen una escala de 1 um (Sattayasamitsathit et al.,

2014).
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El micromotor auto propulsado de Sattayasamitsathit et al posee multiples funciones
potencialmente Utiles para aplicaciones biomédicas, tales como: una muy alta capacidad de carga,
entrega de diferentes tipos cargas y liberacién de carga de manera auténoma. Por otra parte, a
diferencia de la mayoria de los micromotores existentes que estan disefiados para resistir el
deterioro, estos nuevos micromotores se destruyen a si mismos después de completar su misién de

entrega (Sattayasamitsathit et al., 2014).

A pesar de que ya se ha experimentado con micro/nanomotores para su potencial uso en
aplicaciones biomédicas, aln existen limitantes que impiden su total uso en dichas aplicaciones,

tales como el tamafo, biocompatibilidad, y transporte de cargamentos a escalas nanométricas.

Es por eso que en el presente trabajo se propone el desarrollo de un bionanomotor hibrido,
biocompatible y capaz de trasladar cargamentos a escalas 100% nanométricas. Esto es posible al
utilizar como base la cépside viral del virus CCMV dado sus propiedades de contraccion, expansion
o subdivisidn en torno a cambios de pH, permeabilidad al sustrato y al producto, y proteccion que
ofrecen las proteinas que conforman la capside viral del virus CCMV al cargamento que se encuentre
en su interior. Al realizar un recubrimiento asimétrico de platino de pocos nanémetros de espesor
sobre la capside viral del virus CCMV vy al estar embebido H,0, , semejante o basado en los motores
tipo Janus (Gao et al., 2013), se espera obtener un bionanomotor que obtendra propulsién a través
de la descomposicién de dos moléculas de H,0, en dos moléculas de H,O y O, donde el O, genera
las burbujas de un lado del bionanomotor lo que resulta en la fuerza de propulsidon del motor en
direccidn opuesta al recubrimiento (figura 11). Ademas, se propone su uso para el transporte del
profarmaco Tamoxifen, efectivo en el tratamiento de cancer de mama, debido a su capacidad de

retencion de moléculas.

Figura 11. Representacion esquematica de bionanomotor utilizando como base la cédpside viral del virus

CCMV.
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Capitulo 2. Hipotesis y Objetivo

2.1 Hipotesis

Es posible crear un nanomotor recubriendo virus icosaédricos asimétricamente con platino,

generando propulsidn a base de burbujas sin alterar su capacidad de retencién de moléculas.

2.2 Objetivo

Fabricar bionanomotores utilizando como base la cdpside viral icosaédrica de los bromovirus CCMV

y BMV para el transporte de farmacos.

2.3 Objetivos particulares

>

Fabricar un bionanomotor a base de capside viral de CCMV y BMV a través de un
recubrimiento metalico de platino asimétrico.

Estudiar al bionanomotor por medio de microscopia dptica a través de la insercidn de un
marcador fluorescente (NanoOrange) y un farmaco anticancerigeno fluorescente
(Tamoxifen).

Estudiar la liberacidon del marcador fluorescente NanoOrange del bionanomotor

Estudiar los recubrimientos de platino sobre virus para determinar las condiciones
esenciales para crear un bionanomotor.

Estudiar las velocidades de bionanomotores de CCMV y BMV con respecto a distintas
concentraciones de combustible.

Estudiar el potencial uso de lo bionanomotores sintetizados en cultivos celulares.



27

Capitulo 3. Materiales y Métodos

En este capitulo se describen los materiales y procedimientos utilizados para el desarrollo del
bionanomotor. Entre los materiales principales en encuentran los virus CCMV y BMV los cuales se
utilizan como base para los bionanomotores. Como procedimiento se describe la manera en la cual
se recubren metdlicamente las capsides virales para inducir la propulsién y su funcionalizacién con
un marcador fluorescente para su correcta visualizacion (NanoOrange) y el profarmaco
anticancerigeno Tamoxifen, la manera en la cual se realizan los depdsitos metdlicos, pruebas de
liberaciéon de cargamento utilizando el marcador fluorescente NanoOrange, movimiento del
bionanomotor a distintas concentraciones de perdxido de hidrogeno, e internalizacion a células de

cancer de mama MDA-231.

3.1 Virus CCMVy BMV.

3.1.1 Los virus CCMV y BMV, virus del moteado clorético del frijol caupi y del mosaico del
bromo son virus de plantas que se compone de una capside constituida de proteinas que
protegen a su material genético, en este caso ARN de cadena sencilla. Su cubierta de
proteina, o capside es de forma icosaédrica, se compone de capsémeros de proteinas en
este caso 12 pentdmerosy 20 hexdmeros constituidos por subunidades proteicas idénticas,
y poseen un tamafio de 28 nm. Las capsides de estos virus servirdn como base para fabricar
el bionanomotor debido a sus propiedades de facil manejos, produccién, capacidad de
expansion y desensamble en funcidon de cambios de pH, y fuerza idnica (Ma, Nolte, &
Cornelissen, 2012). El virus es cultivado y purificado en los laboratorios del Departamento

de Bionanotecnologia del CNYN-UNAM.
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3.2 Marcador fluorescente

La visualizacion de particulas nanométricas es complicado a través de microscopia 6ptica
convencional, es por eso que es necesario apoyarnos de componentes que nos permitan observarlas
aun en condiciones no favorables para un microscopio éptico, tal es el caso de los marcadores

fluorescentes como el NanoOrange.

3.2.1 NanoOrange® es un colorante fluorescente adecuado para uso con
espectrofluorémetros y lectores de microplacas. La quimica Unica del reactivo
NanoOrange® permite la deteccion precisa de proteinas en solucidén a concentraciones
entre 10 ng/ml y 10 mg/ml. Este nivel de sensibilidad es considerablemente superior a la
obtenida con el método BCA, ensayo de Bradford, ensayo de Lowry, o absorcién a 280 nm.
Posee un pico de excitacién centrado en 470 nm y un pico de emisiéon en 570 nm (figura 12)
Este colorante fluorescente es utilizado para poder visualizar las cépsides virales en el

microscopio dptico al utilizarlo en conjunto con un filtro de luz azul.

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

T L

400 500 ﬁlZ)O 700
Wavelength (nm)

Figura 12. Pico de emision y de excitacion de colorante fluorescente NanoOrange®. Imagen tomada de:

tools.thermofisher.com
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3.3 Farmaco

3.3.1 Tamoxifen es un profarmaco utilizado para el tratamiento del cdncer de mama. Este
profarmaco posee cualidades de fluorescencia por si mismo, y al insertarse en los sitios
hidrofébicos de los virus CCMV y BMV hace posible visualizarlos. Se pretende utilizar el
profarmaco Tamoxifen insertado en las cdpsides virales, como prueba de concepto para
probar la capacidad del bionanomotor a base del CCMV o BMV como acarreador y su

posible uso en el tratamiento de enfermedades.

3.4 Insercion de marcador fluorescente

Para realizar la insercidon del marcador fluorescente a la capside viral de CCMV y BMV se utilizé el
Kit de Cuantificacion de Proteinas NanoOrange®. Se colocd en un tubo de microcentrifuga (1) de
1.5ml, 50ul de diluyente en 450ul de agua desionizada (filtrada utilizando un filtro MILLEX®-GV con
didmetro de poro de 0.22ul), posteriormente se colocaron 3ul de NanoOrange® en 497ul de la
solucidn (1), creando la solucidn (2), por ultimo en un nuevo tubo de microcentrifuga se agregan
10ug de virus CCMV (o BMV en su defecto) en 490pl de la solucién (2), recubrir completamente con
aluminio y dejar incubar por 15 minutos en total oscuridad para permitir que el marcador

fluorescente se adhiera a las secciones hidrofdbicas de la capside viral de CCMV.

3.5 Visualizacidn de virus con NanoOrange

Con el objetivo de determinar si era posible observar los virus funcionalizadas con NanoOrange se
utilizé el microscopio Nikon® Eclipse Ti de transmitancia, con un objetivo fluorescente de 20x, con

el software Nis Elements versién 4.4 y cdmara Hamamatsu modelo Orca-Flash 4.0
La preparacion de las muestras para su visualizacion fue la siguiente:

e Control: 1ul de Dodecilsulfato sédico (SDS, surfactante de sigma aldrich 99%) al 2%, y 9ul

de solucién de virus 1 pg/ml sin marcar.
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e Prueba de Fluorescencia: SDS 2%: 1ul y solucién de virus marcada fluorescentemente con
Kit de Cuantificacidn de Proteinas NanoOrange®.

e Prueba de virus recubiertos con Pt: SDS 2%: 1ul y solucién de virusmarcada
fluorescentemente con Kit de Cuantificacion de Proteinas NanoOrange® con

recubrimiento metalico (Pt): 9ul.

Una vez preparada las muestras, se colocd la solucion final (10ul) sobre un porta objetos delgado
de la marca VWR 22x50mm, y al mismo tiempo la lampara de mercurio de amplio ancho espectral
con el filtro azul B-2A (excitaciéon en 490 nm y emisiéon en 516 nm) de la marca Nikon® (Figura 13)
para poder observar los viruss marcados con el fluoréforo esto con el propdsito de confirmar que
los virus de CCMV habian sido marcadas fluorescentemente. Los resultados se pueden consultar en

la seccion 5.1.

Figura 13. Filtro de luz azul B-2A Nikon®.
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3.6 Liberacion de marcador fluorescente

Se aprovechd la capacidad de expansidon y desensamble en torno a cambios de pH de los virus,

pretendiendo utilizar esta propiedad para liberar compuestos previamente cargados en el interior

de las capsides, en este caso se utilizd como primera prueba de liberacién del marcador fluorescente

NanoOrange.

Con el fin de probar que los virus poseen la capacidad de liberar su contenido al ser expuestas a

distintas condiciones de pH, se crearon las siguientes pruebas:

Prueba de control. Se expone la capside cargada con NanoOrange a condiciones en las que
se mantenga la capside estable y no libere cargamento, sirviendo como punto de
comparaciéon con los experimentos de liberacion. Se utilizd un grupo control, el cual nos
permitira tener un punto de comparacion, en este caso sera utilizado para comparar los
virus marcados fluorescentemente en un pH y condiciones en las cuales sabemos que
retendra la molécula fluorescente. El control fue elaborado de la siguiente manera: 5ul de
solucidon amortiguadora de Virus a pH 6, y 5 pl solucidn de virus marcada fluorescentemente
con Kit de Cuantificacion de Proteinas NanoOrange®, esperando mantener las particulas
fluorescentes al mantenerlas en condiciones ideales de contraccion utilizando un pH acido.
Prueba de liberacidon. Se expone el virus cargada con NanoOrange a condiciones de
desensamble para comprobar la capacidad de liberacion. En la prueba de liberacién se
sometieron los virus cargados con el marcador fluorescente NanoOrange a condiciones de
pH que desensamble la capside viral en subunidades liberando el marcador fluorescente, la
prueba de liberacién fue realizada de la siguiente manera: 5ul Buffer de Fosfato de Sodio
0.5M pH 8, y 5ul soluciéon de virus marcada fluorescentemente con Kit de Cuantificacion de
Proteinas NanoOrange®. Al utilizar un pH bdasico se espera que las capsides virales se
desensamble en subunidades de proteinas liberando el marcador fluorescente, perdiendo

su fluorescencia; lo cual indicaria una liberacién exitosa.

Los tiempos de visualizacion de muestras fue a los tiempos: 0 horas, 24 horas y 48 horas

respectivamente por medio del microscopia de fluorescencia. Esto con el fin de mostrar la

evolucidn de la liberacion y difusién del cargamento fluorescente con respecto al tiempo.
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3.7 Depésitos metalicos

En esta seccién se dardn a conocer las técnicas y proceso utilizado para realizar los depésitos

metalicos sobre las capsides virales de BMV y CCMV.

Se utilizd la técnica de pulverizacién catddica (sputtering) para recubrir las capsides con una capa
delgada metalica de platino. Para poder obtener un recubrimiento metalico sobre las capsides
virales que fuese uniforme, pero a su vez lo suficientemente delgado para mantener las propiedades
de la misma, era necesario conocer los espesores generados por el equipo en cuestidon. Los
depdsitos metalicos se realizaron por medio de la técnica de pulverizacion catddica o erosidn idnica
(sputtering), utilizando una pequefia oblea de silicio y un pequefo pedazo de vidrio de un tamafio
aproximado de 1.5 cm x 1.5 cm, sobreponiendo uno sobre el otro y sujetados por un clip de
papelera, con el propdsito de crear un perfil en el que se pueda caracterizar su espesor

posteriormente por microscopia AFM.

Figura 14. Elementos para realizar depdsitos metalicos. A) Muestras a colocar en camara de sputtering. B)

Camara de sputtering.

Posteriormente fueron introducidos a la cdmara de Sputtering donde las condiciones de la cdmara
fueron: un vacio base de 0.3 mTorr, un flujo de Argén de 3cm? y una presion de trabajo de 4.5
mTorr, y un blanco de platino de 2 pulgadas de diametro, 0.125 pulgadas de espesor al 99.99 % de

pureza.
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Se realizaron varias pruebas para poder identificar los parametros ideales de depdsitos metadlicos
sobre capsides virales para obtener recubrimientos homogéneos y tasas de depdsito bajas,

variando tiempos de depdsito y potencia del plasma:

1. 10segundos de depdsito a Pt, 75 Watts de intensidad en plasma.
2. 20 segundos de depdsito a Pt, 75 Watts de intensidad en plasma.

3. 60 segundos de depdsito a Pt, 10 Watts de intensidad en plasma.

Una vez obtenidos los recubrimientos, la seccion inferior de las obleas de silicio, asi como las
secciones de vidrio fueron analizadas por Microscopia de Fuerza Atdémica (AFM, por sus siglas en
inglés) para poder medir los espesores de los recubrimientos y poder identificar las condiciones

requeridas para recubrir las capsides virales con una capa metalica delgada y uniforme.

3.8 Recubrimiento y purificacidn de capsides virales

Una vez identificadas las condiciones esenciales de recubrimiento metdlico asimétrico, el espesor,
y homogeneidad sobre los virus como se explica en la seccidn 5.3 de resultados mds adelante, se
realizé el depdsito de platino por medio de la técnica de pulverizacién catddica o erosion idnica
(sputtering) sobre los virus cargados con NanoOrange para fabricar un nanomotor tipo Janus que
fuera posible de observar por fluorescencia. Como primer paso se vertié de manera homogénea los
virus, esto se consigue al utilizar un portaobjetos limpio y colocandolo en un dngulo aproximando
de 30°: utilizando una micropipeta extraemos 200pl de la solucidn con el virus marcado y se escurre
de la parte superior del portaobjetos hacia abajo, recuperando el exceso en la parte inferior (repetir
3 veces) y se coloca en campana de extraccién por 10 minutos o hasta que se seque por completo.
Hecho lo anterior, se sustrae el porta objetos, es colocado en una base que tiene un angulo de 65°
tal como se observa en la figura 15 siguiendo el protocolo de depédsito de Ogata et al. con la finalidad
de obtener un recubrimiento asimétrico y es llevado a la cdmara de depdsito por sputtering para
recubrir las capsides con platino con un espesor aproximado de 5 nm con las siguientes condiciones
en camara: flujo de 3cm?® de Argén, vacio base de ~0.3 mTorr (1 hora 30 minutos de espera), un
presion de trabajo ~4.5 mTorr y para el depdsito: 60 segundos de exposicidon a Pt con 10 Watts de

intensidad en plasma.
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Figura 15. Portaobjetos con virus y base a 65° para realizar el depdsito metalico de platino.

Con la finalidad de poder recuperar las cépsides virales ya recubiertas para poder visualizarlas se
retird el portaobjetos de la base, y se colocd en una caja Petri de plastico o vidrio limpia, se agregd
1pl de agua desionizada sobre la seccidén recubierta evitando derrames, y se raspd dicha seccién con
la punta de la micropipeta hasta re suspender aproximadamente 95% (figura 16, A)) de la muestra,
se colocé en un tubo eppendorf de 1.5ml y se sdnico 4 veces por periodos de 5 segundos. Se utilizé
un filtro de la marca MILLEX® con didmetro de poro de 0.22um junto con una jeringa convencional
de 5ml para eliminar excedentes y particulas de gran tamafio de Pt y se coloca en un nuevo vial.
Posteriormente se centrifuga por 20 minutos a una velocidad de 9,000 RPM para formar un
precipitado de capsides virales recubiertas, se extrae el excedente hasta dejar aproximadamente
100ul de muestra concentrada. Una vez realizada esta serie de paso se obtiene una muestra libre
de impurezas y en solucién que solo contendran los virus recubiertas con Pt para su posterior

visualizacion.
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Figura 16. Metodologia de purificacion de muestra. A) Resuspension y recuperacion de muestra. B) Filtro de

la marca MILLEX®.C) Colocacidn de filtro en jeringa convencional. D) Sonicacidon de muestra.

3.9 Preparacion de muestra para analisis en TEM

Ya identificadas las condiciones ideales de tiempo de depésito e intensidad de plasma para obtener
un recubrimiento metalico homogéneo y delgado, se realizé la preparacién de la muestra para el
analisis de los recubrimientos metalicos sobre los virus para asegurar que dichos recubrimientos
sean delgados (~2.5 nm) y asimétricos al realizar un analisis por TEM. Dicha preparacién fue llevada
a cabo utilizando una rejilla circular de cobre con una malla de 400 poros y de 3.0 mm de didmetro
de la marca TedPella sobre la cual se colocaron 6l de una soluciéon diluida (1-100) de la solucidn
madre de virus CCMV (o BMV) mg/ul y se deja reposar 3 minutos (figura 17); se eliminé el exceso
de muestra adjuntado un pequefio pedazo de papel Whatman 42 y se esperd 2 minutos a que se
secara la rejilla. Para los controles se colocé 5ul de solucion madre de virus de CCMV y 1ul de acetato

de uranilo para poder observar las cadpsides virales sin depdsito metalico.



36

Figura 17. Preparacién de muestra de TEM

Una vez seca la rejilla de TEM, sobre un portaobjetos se colocé una secciéon de Scotch™ tape
transparente, y sobre dicha seccidn se colocaron las rejillas de TEM y se fijaron con una pieza fina

de tape en una orilla de la rejilla sin tocar el centro de la rejilla (figura 18).

Figura 18. Rejillas de TEM fijadas sobre Scotch tape para realizar depdsito metalico.

3.10 Pruebas de movimiento

e Para determinar si los virus recubiertos con platino y marcadas con NanoOrange poseian el
movimiento caracteristico de los motores a base de combustible y su velocidad con
respecto a la concentracion de combustible se realizaron pruebas de movimiento con
respecto a distintas concentraciones de combustible (H.0,) el cual es catalizado por medio
del Pt liberando burbujas que nos generan movimiento (mas informacién en seccion 1.2).
Se utilizé dodecilsulfato sédico (SDS) al 2% como surfactante, una solucién de perdxido de
hidrégeno al 50% de la marca Sigma-Aldrich® como combustible, y una solucién de virus
recubiertos con platino. Las pruebas de movimiento con perdxido fueron elaboradas por
triplicado variando la concentracién de perdxido de hidrogeno de 1-3% en 1pl de SDS 2%, y

el resto de solucidn de virus recubiertos con platino aforando a 10 pl.
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Las pruebas de movimiento fueron realizadas en un porta objetos delgado (0.15 mm) colocado el
microscopio dptico invertido con epifluorescencia Nikon® Eclipse Ti, con un objetivo de 20x y filtro
de luz azul B-2A Nikon®, agregando en ultima instancia el perdoxido de hidrégeno y accionando
rapidamente la opcion de grabar video en el software Nis Elements versidon 4.4. (Resultados en la

seccién 5.6.1y 5.6.2).

3.11 Insercion del profarmaco a virus

Una de las metas principales de la creacién del bionanomotor es poder otorgarle una aplicacion, tal
como lo es la entrega dirigida de farmacos y para llegar a este punto es necesario realizar pruebas
gue nos indiquen que vamos en la direccidn correcta, por ello se realizé una prueba de transporte

de farmacos.

Una vez comprobado el movimiento del bionanomotor, se dispuso a continuar con la insercion del
pr ofdrmaco a los virus para su transporte. Se utilizé6 1mg del profarmaco Tamoxifen al 99% de
pureza de Sigma-Aldrich, el cual fue diluido en 20ul de dimetilsulféxido (DMSO) al 99.9% de pureza

de Sigma-Aldrich, y 980ul de buffer fosfato salino (PBS), para obtener una disolucidn del profarmaco

a lpg/pl.

Ya que se obtuvo el profarmaco en dilucion se procedié a la insercidon del mismo en el virusde CCMV.
Se colocd en un eppendorf de 1.5ml, 50ul de diluyente en 450ul de agua desionizada (filtrada
utilizando un filtro MILLEX®-GV con didmetro de poro de 0.22ul) esta serd la solucién (1),
posteriormente se colocaron 20ul Tamoxifen en 480ul de la solucidn (1), creando la solucidn (2), por
ultimo en un nuevo eppendorf se agregan 40ul de virus CCMV en 460ul de la solucidn (2),
recubriendo completamente con aluminio y dejar incubar por 15 minutos en total oscuridad para
permitir que el profarmaco se asiente en los sitios hidrofébicos de la capside del BMV y CCMV. Estos

resultados pueden consultados en la seccién 5.7

3.11.1 Visualizacion de los virus cargados con profarmaco

La visualizacién de los virus BMV y CCMV marcadas con el profarmaco Tamoxifen se realizé por
medio del Microscopio confocal Nikon LMS-50 del departamento de microbiologia en Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE). Las condiciones del
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microscopio confocal para observar los virus marcadas con Tamoxifen fueron las siguientes:
Longitud de onda de excitacion 480 nm, y una longitud de onda de emisién de 520 nm utilizando un
objetivo de 60x. El objetivo de esta visualizacién es confirmar el anclaje del profarmaco Tamoxifen

en la capside del virus. Los resultados pueden ser consultados en la seccién 5.7.

3.12 Internalizacién de bionanomotores virales en células cancerigenas

Para conocer las propiedades de internalizacion de los bionanomotores virales en células
cancerigenas se realizé una prueba de concepto donde se realizd la insercién de virus cargados con

Tamoxifen en células de cancer de mama (MDA 231). La insercion se realizé dela siguiente manera:

e Prueba 1: Se agregaron 33ul de virus funcionalizados con Tamoxifen en 20ul de perdxido de
hidrogeno al 50% y 947ul de medio DEM sobre células de cancer de mama (MDA 231) y se
dejod incubar durante 1 hora a 362Cy 5% de CO,.

e Prueba 2: Se agregaron 33ul de virus funcionalizados con Tamoxifen y recubiertas
asimétricamente con platino en 20ul de peréxido de hidrogeno al 50% y 947ul de medio
DEM sobre células de cancer de mama (MDA 231) y se dejé incubar durante 1 hora a 362C

y 5% de CO,.

3.12.1 Internalizacion bionanomotores virales marcados con NanoOrange® en células
cancerigenas

Asi mismo se realizd el experimento virus recubiertos con Platino y funcionalizadas con
NanoOrange® en células de cancer de mama (MDA-231) para determinar si los virus recubiertas con
platino poseian la habilidad de insertarse con mayor éxito dentro de estas células que los virus sin
platino. Se utiliz6 como control 33ul de virus cargados con NanoOrange® y 977ul de medio DEM
sobre células de cancer de mama (MDA-231) y se dejé incubar durante 1 hora a 362C y 5% de CO,.
Esto con el fin de tener un punto de comparacién en condiciones éptimas. Asi mismo 3 pruebas que
consistian en 33ul de bionanomotores virales cargados con NanoOrange® con recubrimiento
metalico (Pt) asimétrico en 20ul de peréxido de hidrogeno al 1% y 947l de medio DEM sobre células
de cancer de mama (MDA-231) y se dejo6 incubar durante 20,40 y 60 minutos a 362C y 5% de CO..
Para la visualizacion de estos virus se utilizd el microscopio Nikon® Eclipse Ti y el software Nis

Elements versidn 4.4 en los tiempos correspondientes.
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Capitulo 4. Técnicas de caracterizacion

4.1 Microscopia electronica de transmision (TEM)

El microscopio electrénico de transmisién (TEM) es una herramienta muy poderosa en la ciencia de
materiales, opera con los mismos principios basicos del microscopio de dptico convencional, pero
utilizando electrones en lugar de luz. Dado que la longitud de onda de los electrones es mucho
menor que la de la luz, la resolucién éptima alcanzable para imagenes de TEM es del orden de unos

pocos angstroms (107° m).

El principio de operacion del TEM se basa en una "fuente de luz" o catodo en la parte superior del
microscopio que emite los electrones que viajan hacia la parte inferior a través del vacio en la
columna del microscopio como se muestra en la figura 19. En lugar de lentes de cristal para enfocar
la luz en el microscopio de luz, el TEM usa lentes electromagnéticas para enfocar los electrones en
un haz muy fino. El haz de electrones se desplaza a través de la muestra que se desea estudiar.
Dependiendo de la densidad del material presente, los electrones pueden ser dispersados,
absorbidos o simplemente atravesar la muestra. En la parte inferior del microscopio los electrones
dispersados golpean una pantalla fluorescente, lo que da lugar una "imagen de sombra". Las

imdagenes generadas son monocromaticas y estas estan en dos dimensiones.

Fuente de
electrones

—, Lente
condensador

¥— Haz de
electrones

Muestra
ﬁ | Lente
objetivo
i\l Lente
N proyectora

Imagen sobre una
pantalla fluorescente

Figura 19. Esquema de microscopio electréonico de transmisién. Imagen tomada de:

http://es.slideshare.net/el-microscopio-40328119
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4.2 Espectroscopia de energia dispersa (EDX)

Espectroscopia de energia dispersa (EDS o EDX) es una técnica de microanalisis quimico donde se
detectan los rayos X emitidos desde la muestra durante el bombardeo de un haz de electrones para

caracterizar la composicidn elemental de la muestra a analizar.

Cuando la muestra es bombardeada por haz de electrones (A, figura 20), estos expulsan
electrones de capas interiores del atomo, posteriormente los electrones de capas mds externas
ocupan los lugares vacantes (B, figura 20), y el exceso energético resultante de esta transicion se
disipa en forma de fotones o mejor conocidos como rayos X (C, figura 20), los cuales poseen una

energia caracteristica del elemento del que se emite.

El TEM posee un detector de rayos X, que mide la abundancia relativa de los rayos X emitidos los en
comparacién con su energia. Cuando un rayos X incidente golpea el detector, se crea un impulso
de carga que es proporcional a la energia de los rayos X. El pulso de carga se convierte en un pulso
de voltaje (que sigue siendo proporcional a la energia de rayos X) por un preamplificador de carga-
sensible. La sefal se envia a un analizador multicanal donde los pulsos estdn ordenados por voltaje.
La energia, que fue determina a partir de la medicién de voltaje, para cada rayo X incidente es
enviada una computadora para su visualizacidn y evaluacion de datos adicionales. Se evalua el
espectro de energia de rayos X contra cuentas para determinar la composicién elemental de la

muestra observada.

A) B) C)

o o (]
K (H to He) K (H to He) K (H to He)
L (Li to Ne) L (Lito Ne) L (Li to Ne)
M (Na to Ar) M (Na to Ar) M (Na to Ar)

Figura 20. Proceso de generacion rayos X en EDX. A) Se hace incidir electrones hacia muestra. B) Vacante
generada. C) Liberacion de exceso de energia en forma de rayo X. Imagen tomada de:

http://www.cei.washington.edu/education/science-of-solar/energy-dispersive-x-ray-spectroscopy/
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4.3 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atémica es una de las técnicas de microscopia mas versatil y potente para
el estudio de muestras a escala nanométrica. Un microscopio de fuerza atdmica puede generar una
imagen de la topografia tridimensional a resoluciéon atémica, con escalas a niveles de Angstroms,
con un minimo de preparacion de la muestra. También puede ser utilizada para medicién
propiedades mecanicas de la muestra de una manera controlada, asi como también la manipulacidon

atémica y litografia.

La topografia de la superficie en una muestra ser realiza mediante el barrido del cantiléver sobre
una region de interés como se muestra en figura 21. Se hace incidir un rayo laser sobre el cantiléver,
que al seguir los movimientos de la superficie reflecta dicho rayo hacia un fotodetector. Un
fotodiodo sensible a la posicion (PSPD, por sus siglas en inglés) se puede utilizar para realizar un
seguimiento de estos cambios. Por lo tanto, si la punta de AFM pasa sobre una superficie
caracteristica elevada, la deflexién en el cantiléver resultante (y el posterior cambio de direccion del
haz reflejado) se registra por el PSPD. Las caracteristicas de subida y bajada en la superficie de la
muestra influyen en la deflexion del Idser sobre el cantiléver, monitoreada por el PSPD. Mediante
el uso de unlazo de retroalimentacién para controlar la altura de la punta por encima de la superficie
manteniendo constante la posicidn del laser, el AFM puede generar un mapa topografico exacto de

las caracteristicas de la superficie.

Topography

Figura 21. Esquema de método de deteccion del AFM. Imagen tomada de:

http://www.parkafm.com/index.php/medias/nano-academy/how-afm-works
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4.4 Depdsito por erosion idnica o pulverizacion catddica (Sputtering)

El depdsito por pulverizacidn catddica (Sputtering) es una técnica para depositar peliculas delgadas
de algin material sobre una superficie (substrato). Donde se expulsan particulas de un blanco
(“target”) solido debido al bombardeo de particulas energéticas, particularmente iones de gas. Esto
solo ocurre cuando la energia de las particulas incidentes es mucho mads alto que las energias

térmicas convencionales (>> 1eV).

En el proceso de sputtering a menudo se emplean magnetrones que utilizan fuertes campos
eléctricos y magnéticos para confinar particulas de plasma cargadas cerca de la superficie del
blanco. En un campo magnético, los electrones siguen trayectorias helicoidales alrededor de lineas
de campo magnético, sometiéndose a colisiones con un gas inerte que los ionizan cerca de la
superficie del blanco. Los electrones libres al chocar con un atomo del gas inerte generan un ion
cargado positivamente, el cual se acelera hacia al magnetrdn con suficiente energia para desprender
atomos del blanco (figura 22), los cuales son colectados en la superficie del sustrato a recubrir,
formando una pelicula delgada. Cuando un electrén libre se recombina con un ion del gas de

proceso, se libera el exceso de energia en forma de luz, el cual es el plasma que se observa.
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Figura 22. Esquema de proceso de sputtering. Imagen tomada de: http://en.rigaku-

mechatronics.com/case/sputtering-systems.html
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4.5 Microscopia de fluorescencia

La técnica de la microscopia de fluorescencia es una herramienta esencial en la biologia y las ciencias
biomédicas, se utiliza a menudo para visualizar caracteristicas especificas de pequefios especimenes
tales como lo son los microbios. También se utiliza para mejorar visualmente las caracteristicas

tridimensionales a pequefias escalas que no serian posibles con la microscopia dptica convencional.

En la mayoria de los casos, la muestra de interés se etiqueta con una molécula fluorescente conocida
como fluoréforo. El fluoréforo es excitado con un haz de luz de una determinada longitud de onda
gue es absorbida y que posteriormente emite luz de longitud de onda de energia mas larga. Esta luz
fluorescente puede separarse de la radiacion circundante con filtros disenados para esa longitud de

onda especifica, permitiendo observar sélo aquella que es fluorescente.

Primero, el microscopio tiene un filtro que sélo deja pasar la radiacién con la longitud de onda
especifica que coincide con la excitacion del material fluorescente. La radiacidn choca con
electrones que se encuentran en los dtomos del espécimen, y los excita a un nivel de energia
superior, cuando se relajan a un nivel inferior, liberan el exceso de energia en forma de luz. Para
poder detectar la fluorescencia emitida de la muestra se utiliza un segundo filtro que separa la luz
de excitacién que es mas brillante como se muestra en la figura 23. Esto es posible dado que la luz
emitida es de menor energia y posee una longitud de onda mas grande que la luz utilizada para

excitar la muestra.
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Figura 23. Proceso de microscopia de Fluorescencia. Imagen tomada de:

http://serc.carleton.edu/microbelife
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4.6 Microscopia confocal

La microscopia confocal ofrece varias ventajas sobre la microscopia éptica de campo ancho
convencional, tales como la capacidad de controlar la profundidad de campo, la eliminacién o la
reduccion de la informaciéon de fondo lejos del plano focal (lo que produce degradacion de la
imagen) y la capacidad de analizar secciones Opticas en serie de muestras gruesas. El uso de la
microscopia confocal se ha popularizado rdpidamente debido en parte a la relativa facilidad con la
gue se pueden obtener imagenes de muy alta calidad a partir de especimenes preparados para

microscopia convencional de fluorescenciay el creciente nimero de aplicaciones en biologia celular.

Un microscopio confocal utiliza la iluminacién puntual y un “pin hole” en un plano épticamente

conjugado delante del detector para eliminar la sefial fuera de foco.

Sélo se detectara la luz producida por fluorescencia muy cercana al plano focal, la resolucién dptica
de laimagen, particularmente en la direccion de profundidad de la muestra, es mucho mejor que la
de los microscopios de campo ancho. Sin embargo, una gran parte de la luz de la fluorescencia de la

IM

muestra es bloqueada en el “pin hole” (figura 24), el aumento de resolucion de imagen surge a

costa de la disminucién de la intensidad de la seial por lo se requieren exposiciones de la muestra

Ill

a estas intensidades por mayor tiempo. Para compensar la caida de la sefial después del “pin hole”,
la intensidad de la luz es detectada por un detector sensible, generalmente un tubo
fotomultiplicador (PMT, por sus siglas en inglés) o un fotodiodo de avalancha, transformando la

sefial luminosa en una sefial eléctrica que puede ser registrada por una computadora ordenador.

Dado que sélo se ilumina un punto de la muestra a la vez, la obtencién de imagenes en 2D o 3D
requiere escanear un patrén rectangular de lineas de exploracion paralelas en la muestra. El haz se
escanea a través de la muestra en el plano horizontal usando uno o mas espejos oscilantes (servo
controlados). Este método de exploracién suele tener una latencia de reaccion baja y la velocidad
de exploracién puede variar. Los escaneos mas lentos proporcionan una mejor relacién sefial-ruido,

lo que da como resultado un mejor contraste y una mayor resolucién.

El grosor alcanzable del plano focal se define principalmente por la longitud de onda de la luz usada
dividida por la apertura numérica de la lente objetivo, pero también por las propiedades dpticas de
la muestra. La seccidn dptica fina hace que estos tipos de microscopios sean particularmente buenos

en la formacion de imagenes en 3D y en el perfilado superficial de las muestras.
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Figura 24. Microscopia confocal. Imagen tomada de: https://www.biology4.wustl.edu/
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Capitulo 5. Resultados y discusion

5.1 Pruebas de fluorescencia

Una vez realizada la metodologia de insercién de fluoréforo NanoOrange discutida en la seccién 3.4,
se hizo una prueba rapida de visualizacién de los virus marcadas con NanoOrange. Después de la
incubacién, se colocaron virus marcadas fluorescentemente y el marcador solo en dos viales
separados, los cuales se colocaron sobre una plancha de luz UV para comprobar rapidamente la
insercidon de NanoOrange®. En la figura 25 se puede apreciar como los virus marcadoss poseen un
brillo intenso de color naranja mientras que en la solucién de NanoOrange® sola no presenta
fluorescencia. Esto es debido a que NanoOrange® por si solo es no fluorescente, sin embargo, una
vez que ha interactuado con las proteinas y los sitios hidrofdbicos del virus, adquiere un alto indice
de fluorescencia, es por esto que no es posible observarlo en una solucidn sin proteinas (Data sheet

NanoOrange®, https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp06666.pdf)

Figura 25. Comparacién de intensidad de luz en virus marcados fluorescentemente (izquierda) y solucién sin
virus (derecha).

Posteriormente se observaron los virus de CCMV marcadas con NanoOrange® en el microscopio
Nikon® Eclipse Ti y el software Nis Elements versién 4.4, tiempo de exposicion de 250 mseg,

utilizando un objetivo de 20x y filtro de luz azul B-2A de la marca Nikon®.
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Figura 26. Visualizacion por microscopia Optica de fluorescencia de virus de CCMV marcados
fluorescentemente (izquierda) y cuantificacién de intensidad de luz del fondo con respecto a los virus CCMV
marcados fluorescentemente (derecha). Objetivo 20x, filtro azul B-2A (Excitacidon en 490 nm y Emisién en 516
nm), escala 50um.

En la figura 26 se observa una alta concentracion de virus marcados fluorescentemente donde las
particulas de mayor tamafio son aglomerados de virus, mientras que las particulas mas pequefias
pueden ser un virus individual marcado fluorescentemente. La medicién de la intensidad se
encuentra en unidades arbitrarias, donde se aprecia facilmente una intensidad en los virus
marcados casi 5 veces mayor (9000 cuentas) con respecto al fondo, confirmando que de esta

manera sera posible ubicar o analizar el movimiento de los virus marcados fluorescentemente.

5.2 Prueba de liberacion de marcador fluorescente en virus

Debido a su propiedad de expansion, contraccidn y estructura hueca de los virus las hace un
promisorio candidato como acarreadores de cargamento y farmacos. Al tener las virus previamente
cargadas del marcador fluorescente NanoOrange®, se realizd un una prueba de liberacién donde el
componente a liberar era el mismo marcador fluorescente NanoOrange®, utilizando como control

los virus en condiciones estables pH 6 y en condiciones de liberacion pH 8.
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Figura 27. Liberacién de moléculas en virus de CCMV. A) Liberacion de marcador fluorescente con respecto
al pH y el tiempo. B) Esquema de liberacion.

Las imagenes en la figura 27 en inciso A), nos muestran a los virus con tiempos de incubacion de 0
a 48 horas, en pH 6y pH 8, en el borde de la gota (muestra) en un pH 6 (acido) se puede observar
puntos brillantes, indicativo de que la capside conserva su estado base tipico del marcador
fluorescente, pero al incrementar el pH a 8, la capside viral se empieza a dividir en subunidades,
hasta una desintegracidn total liberando lo que esta en su interior, como se muestra en el inciso B).
Al realizar un cambio de pH en el medio en el que se encuentran los virus, pasando de un pH acido
a uno basico, los enlaces de hidrogeno que existen entre los grupos carboxilos adyacentes en las
capsides virales se rompen, al ionizarse y repelerse entre si. Las intensidades del fondo cambian de
2000 U.A (unidades arbitrarias) (pH 6) a 460 U.A (pH 8) indicando una posible disminucién de

fluorescencia en el medio en torno al desensamble de los virus.
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5.3 Recubrimientos metalicos de platino

El realizar distintas pruebas de recubrimientos metalicos de platino fue con la finalidad de
caracterizar los espesores obtenidos para encontrar las condiciones necesarias que nos generen un
espesor de pelicula lo suficientemente delgado (~2-5 nm) y homogéneo que nos permita

posteriormente recubrir los virus sin saturarlas.

Los primeros depdsitos metalicos fueron realizados en los laboratorios NANO3 de la Universidad de
California en San Diego (UCSD), utilizando la cdmara de depdsito de sputtering Denton Discovery
18, un blanco circular de platino de 3 pulgadas de didmetro, 8 cm® de Argdn, y una intensidad de
plasma de 75 Watts por un periodo de 5 segundos. Posteriormente los depdsitos fueron
caracterizados en la Unidad de Nanocaracterizacidon del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia
(CNyN), UNAM por medio del microscopio de fuerza atdmica (AFM) modelo Park System modelo
XE-70, por el método de no contacto, utilizando una punta de silicio que realiza un barrido sobre

una area de 40 pum x 40 um (figura 28).
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Figura 28. Analisis topografico de depdsitos de platino sobre superficies de silicio. A) Visualizacién en 2D de
parte superior de depdsito metalico. B) Visualizacién en 3D de depdsito metalico. C) Histograma de amplitud
de recubrimiento metalico.
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En este primer depdsito metalico se observa un recubrimiento de aproximadamente 450 nm, lo cual
es ineficiente al momento de recubrir los virus, dado que un depdsito de este espesor haria
imposible recuperar la particula de 30 nm, esto debido a que el recubrimiento metalico cubriria

completamente las particulas.

Existen distintas complicaciones al utilizar los paramentos de depésito antes mencionados, como:
La tasa de depdsito en estas condiciones es de 90 nm/seg lo cual que genera recubrimientos gruesos
e ineficientes para nuestro propdsito, el control de tiempos de exposicion de depdsitos metdlicos
menores a 1 segundo es muy complicado en este equipo (sin embargo existen equipos como el de
ablacidn lasery sputtering pulsado con el que se puede controlar pulsos del orden de nanosegundos
pero utilizan altas temperaturas que pueden degradar la capside viral), asi mismo el acceso al equipo

de depdsito de sputtering Denton Discovery 18 es costoso.

Para poder tener un mejor control y rdpida caracterizacién de los recubrimientos de platino sobre
los virus, se realizaron una serie de pruebas descritas en la seccion 3.7 en el CNyN por medio de la
camara de sputtering del laboratorio de espectroscopias de superficies que se muestra en la figura
14. Se redujo la potenciay flujo con el fin de recudir las tasas de depdsito y poder obtener un tiempo
de exposicion a los depdsitos metdlicos mas controlables; utilizando un depdsito de 60 segundos, 3
cm® de Argdn y una intensidad de plasma a 10 Watts, se logré obtener un recubrimiento de
aproximadamente 2.5 nm, uniforme y homogéneo con una tasa de depdsito de 0.42 angstroms/seg
0 0.042 nm/seg (figura 29). En esta figura se muestra Unicamente la prueba de 60 segundos de
depdsito a Pt a 10 Watts de intensidad en plasma de la secciéon 3.7, esto debido a que en las demas
pruebas no se obtuvo resultado alguno al realizar las mediciones por AFM, esto debido a que estas
pruebas generaban a tasas de depdsito muy grandes en base a sus condiciones de intensidad de
plasma y tiempo de exposicién. En la figura 29 se muestra un barrido por AFM de una seccion de 10
pum x 10 um, donde en el inciso A) y B) la seccidén oscura es aquella que no fue expuesta al depdsito
metdlico mientras que la seccidn clara fue expuesta totalmente al depdsito de platino debido al
acomodo en de la muestra (silicio) como se muestra en la figura 14 en la seccion 3.7, se utilizé este
acomodo debido a que se buscaba obtener un perfil donde se pudiera medir el espesor del

recubrimiento de platino.
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En el inciso B) de la figura 29 se observa una uniformidad y homogeneidad plana en el recubrimiento
metadlico que no esta presente en el inciso B) de la figura 28, mientras que en el inciso C) de la figura
29 se muestra el histograma de amplitud del depdsito metalico el cual nos indica que este depdsito
tiene un grosor aproximado de 2.5 nm el cual se utiliza mds adelante para recubrir los virus ya que
se considera un grosor dptimo para que éstas retengan su funcionalidad y puedan moverse con el

recubrimiento metalico.
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Figura 29. Andlisis topografico de ultimo depdsito de platino sobre superficies de silicio. A) Visualizacion en
2D de parte superior de depdsito metalico. B) Visualizacidon en 3D de depdsito metdlico. C) Histograma de
amplitud de recubrimiento metilico.

5.4 Caracterizacién TEM de virus recubiertos con platino

Ya obtenidos los parametros necesarios para recubrir una capa delgada de platino (~2nm), se
prosiguiod a recubrir los virus utilizando el procedimiento de la seccion 3.8, y se caracterizd por TEM

obteniéndose los siguientes resultados.
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Se comenzd por la caracterizacidon por microscopia TEM para obtener una imagen mas detallada de
los virus con vy sin recubrimiento de platino; dado su tamano nanométrico, no es posible obtener
imagenes de alta resolucién por otras técnicas. Para observar los virus sin recubrimiento metalico
por medio de microscopia electrdnica de transmision, fue necesario teiirlas con acetato de uranilo,
esto debido a que el uranilo se adhiere a las proteinas de la capside viral cubriéndolas
homogéneamente sin degradarlas (Minten, Hendriks, Nolte, & Cornelissen, 2009) y al ser un metal
pesado dispersa facilmente los electrones, otorgandonos una imagen de los virus. Con esta técnica
de tincion, fue posible observar la morfologia icosaédrica casi esférica propia de estas particulas,
su tamafo y definir que estas particulas pueden estar separadas (figura 30, inciso A)). De igual
manera, se realizd el andlisis de virus recubiertas con platino, las cuales fueron recubiertas con
platino asimétricamente agregando un angulo de 65° con respecto a la normal por la técnica de

pulverizacién catédica (sputtering), y con un espesor aproximado de 2.5 nanémetros.

60nm 60nm
Figura 30.Analisis de microscopia electrénica de transmision del virus CCMV y bionanomotores virales a base
de CCMV. A) Virus de CCMV marcadas con acetato de uralino (control). B) Imagen en 2D de virus CCMV
recubiertos con platino. C) Imagen en 3D de los virus recubiertas con platino. D) Acercamiento en 3D a un
virus recubierto con platino. E) Andlisis de EDX del virus CCMV recubierto con platino.
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En la figura 30 inciso B) se puede observar la imagen en 2D de los virus recubiertos con platino en
la modalidad campo claro y en la imagen C) se observa la misma seccién en 3D en la modalidad
campo oscuro otorgandonos una mejor apreciacién de los virus recubiertas. En el inciso B) y C) se
observa una especie de sombra detrds de cada una de los virus , esta sombra corresponde a una
seccién donde existe menor densidad de atomos de platino, esto es debido al depdsito metdlico es
realizado en angulo (65°) con respecto a la normal, por lo que el flujo del material no incide en tal
seccion, creando el efecto “sombra” (Ogata, Tuan, Takase, & Mizutani, 2010) otorgdndonos un
recubrimiento asimétrico. Posteriormente para confirmar dicho recubrimiento asimétrico, se
realizaron estudios de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX, por sus siglas en inglés)
para analizar la composicion quimica del recubrimiento, en la cual se corrobora una densidad mucho
menor de atomos de platino en la parte posterior de los virus que corresponde a la regidon de sombra
que se observa en laimagen en 3D, esto quiere decir que al estar en angulo con respecto a la normal
fomenta un interaccion preferencial de un lado de los virus, lo que nos genera un recubrimiento
asimétrico.

Asi mismo, se realizd la caracterizacion por medio de TEM a virus del Mosaico del Bromo (BMV, por
sus siglas en ingles), al cual se dio un recubrimiento metalico asimétrico con las mismas condiciones
gue el virus CCMV, esto con el fin de comprobar que las propiedades de recubrimiento asimétrico
no eran Unicas de los virus de CCMV, lo cual nos otorgaria el conocimiento de crear nuevos

nanomotores en distintas particulas a escalas nanométricas.
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80nm

Figura 31. Anélisis de microscopia electrénica de transmisién de BMV con y sin recubrimiento de platino. A)
Imagen de BMV recubiertas con platino y un agregado de virus recubiertos con platino. B) Acercamiento en
3D de virus de BMV recubiertas con platino. C) Acercamiento en 3D a un virus de BMV recubierta con platino.
D) Andlisis de EDX sobre C).

En laimagen A) y B) de la Figura 31 se aprecia la misma sombra detras de cada virus de BMV que en
los virus de CCMV, debido al depédsito metalico en angulo que ha generado un recubrimiento
asimétrico. Posteriormente se confirmd dicho recubrimiento asimétrico, con EDX, observando una
densidad menor de 4&tomos de platino en la parte posterior del BMV, lo que representa la obtencién
de un recubrimiento asimétrico; al igual que CCMV esto es debido a que los depdsitos fueron
realizados con un dngulo de 65° con respecto a la normal de depdsito, lo cual otorga preferencia de
depdsito a una zona en particular de la capside del virus. Sin embargo, en comparacion a CCMV, el
virus BMV presenta una mayor densidad de dtomos de Pt en su parte posterior lo cual indica que
estas particulas estan mayormente recubiertas. Esto debido posiblemente a que los dtomos de
platino al ser depositados sientan mayor atraccion a la superficie positivamente cargada de los virus
de BMV en comparacion con la carga superficial negativa de los virus de CCMV, es necesario realizar

nuevos experimentos que permitan corroborar esta afirmacion.
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5.6 Visualizacién y movimiento de bionanomotores virales

Los bionanomotores virales fueron visualizados por medio de microscopia de fluorescencia para
caracterizar su dinamica. Utilizando virus de CCMV marcadas fluorescentemente y al ser excitadas
en una longitud de onda cercana a los 470 nm, comienza a emitir luz en por encima de 570nm. Los
virus al tener un recubrimiento metalico asimétrico permite el paso de la luz hacia el exterior a
través de la seccidon no recubierta, permitiéndonos observar dichas particulas como se muestra en
la figura 32. Las particulas de mayor densidad son aglomerados de virus, mientras que las particulas
mas pequenas pueden ser un virus individual marcada fluorescentemente o un grupo muy pequefio
de virus. Estas particulas poseen una intensidad promedio de 9000 U.A al igual que los virus no

recubiertos, mientras que el fondo posee una intensidad de 2000 U.A.

Figura 32. Virus de CCMV recubiertos con platino. A) Virus de CCMV marcadas fluorescentemente y con
recubrimiento metdlico asimétrico, escala 50 um. B) Acercamiento a una seccion de A) mostrando los virus
recubiertos y marcadas de mucho menor tamafio, muy posiblemente virus individuales, escala 10 um.

5.6.1 Propulsion de virus de CCMV recubiertas de platino (bionanomotores de CCMV)

Posteriormente se realizaron experimentos con respecto al movimiento del virus CCMV recubiertos
asimétricamente con platino, embebiéndolas en distintas concentraciones de perdxido de

hidrégeno, con el objetivo de estudiar su comportamiento y variacion de velocidades.
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Figura 33. Comparacion de movimiento en bionanomotores de CCMV. A) Posicidn inicial de bionanomotor
libre de H20:2.B) Posicidn final de bionanomotor libre de H202, velocidad promedio 0.97um/s. C) Posicién inicial
de bionanomotor embebido en H:20,. D) Posicidn final de bionanomotor embebido en H,0», velocidad
promedio 3.91um/s.

En la figura 33, se muestra la dindmica del nanomotor en ausencia y presencia de perdxido de
hidrégeno, en el inciso A) se muestra el bionamotor embebido agua al principio del experimento (0
segundos ) mientras que en el inciso B) se muestra la trayectoria del bionanomotor embebido en
agua después de 60 segundos donde el movimiento que se genera es debido a al choque de
particulas en el medio o movimiento browniano, por lo cual otorga un movimiento muy cerrado y
corto, recorriendo una distancia aproximada de 3.7 um en una trayectoria aleatoria. En el inciso C)
se muestra el bionamotor embebido H,0, al principio del experimento (0 segundos ), mientras que
en el inciso D) se muestra la trayectoria del bionanomotor embebido H,0, después de 60 segundos
de exposicidn, donde el platino comienza a funcionar como un catalizador, reduciendo la energia
de activacion sobre el H,0,, descomponiéndolo segun la siguiente ecuacion: 2H,0,--> 2H,0 + O,
donde el O; genera las burbujas del lado recubierto con platino del bionanomotor lo que resulta en
la propulsién del motor en direccion opuesta a las burbujas y al catalizador generando el
movimiento irregular caracteristico de los motores a base de combustibles, una velocidad de
3.91um/s y una fuerza de arrastre de 1.03 pN (dicha fuerza de arrastre esta determinada por la
férmula F =6muav, donde u es la viscosidad del agua, a es el radio de la esfera, y v es la velocidad
del nanomotor) (Gibbs & Zhao, 2009). Para experimento del bionanomotor de la imagen 32, inciso

C) y D) se utilizd una concentracion de H,0; al 1% en solucién, recorriendo una distancia de 73.90
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pUm, una distancia 19.97 veces mayor que el movimiento generado por el choque de particulas en el

medio (movimiento browniano).
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Figura 34. Analisis de velocidad de bio-nanomotores de CCMV con respecto a distintas concentraciones de
H20..

En la figura 34 podemos observar el andlisis de velocidades con respecto a distintas concentraciones
de H,0,, el cual fuellevado desde 1% hasta 3% de H,0,, donde se observa un incremento lineal en
la velocidad de los bionanomotores virales al incrementar de la concentracion de H,0,, obteniendo
una velocidad minima promedio de 3.9 um/s y una velocidad méaxima promedio de 8.95 um/s, este
incremento de velocidad ocurre debido a que al tener una mayor concentracién de combustible en
el medio, el catalizador (Pt) sobre nuestro virus genera una mayor cantidad de burbujas otorgando
una mayor propulsidn. El incremento de la concentracién de H,0, se llevd hasta 3% dado que sobre
este valor es muy dificil seguir el rastro a los bionanomotores virales debido a la gran cantidad de

burbujas generadas en el medio.
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5.6.2 Propulsion de BMV recubiertas de platino (bionanomotores virales de BMV)

Figura 35. Movimiento de bionanomotores de BMV. A) Posicidn inicial de bionanomotor embebido H20.. B)
Posicion final de bionanomotor embebido en H20, velocidad promedio 8.02um/s. C) Posicidn inicial de
bionanomotores embebido en H»0,. D) Posicion final de bionanomotor embebido en H:0, velocidad
promedio amarillo 9.02 um/s, velocidad promedio azul 8.42 um/s, velocidad promedio morado 8.96 um/s.

Velocidad Virus BMV

Velocidad (um/s)

I ! I ! I ! I ! I
1% 1.5% 2% 2.5% 3%
Concentracion de H,0O,

Figura 36. Analisis de velocidad de bio-nanomotores de BMV con respecto a distintas concentraciones de
H20:.
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Es posible crear un bionanomotor a partir de otra capside viral como la BMV, en la figura 35 se
observa la dindmica de este bionanomotor viral BMV en presencia de 2% de perdxido de hidrégeno
donde en A) observamos la posicidn inicial del bionanomotor viral BMV y en la imagen B) la posicién
final del bionanomotor, recorriendo una distancia de 107.89 um a una velocidad maxima de 8.02
um/s y una fuerza de arrastre de 2.12 pN, asi mismo en C) se observa la posicion inicial de multiples
bionanomotores de BMV y en D) bionanomotores virales BMV moviéndose al mismo tiempo y de
manera independiente al estar embebidos en una concentracién de 2.5% de perdxido de hidrogeno,
obteniendo velocidades de 9.02 pm/s (amarillo), 8.42 um/s (azul)) y 8.96 um/s (morado),
recorriendo una distancia de 23.89 um, 40.36 um, y 30.75 um y una fuerza de arrastre de 2.28 pN,
2.22 pN, y 2.36 pN respectivamente, todos los recorridos de los bionanomotores fueron en una

trayectoria aleatoria.

En la figura 36 se observa un incremento lineal en la velocidad los bionanomotores virales BMV al
aumentar la concentracion de H,0; al igual que con bionanomotores virales a base del CCMV, sin
embargo, las velocidades de los bionanomotores virales BMV son mayores (hasta 63%) con respecto
a CCMV, esto posiblemente al incremento en el recubrimiento de platino sobre el virus de BMV
como se menciond en la seccion 5.4. Al tener mayor recubrimiento, se tiene mayor concentraciéon
de catalizador que fomenta una mayor descomposicién de H,0O, generando una mayor liberacién
de burbujas de O, y por ende una mayor velocidad del bionanomotor. Cabe recalcar que la velocidad
promedio de los bionanomotores sin la presencia de combustible es de 0.97 um/s mientras que en
presencia de combustible la velocidad maxima promedio es de 9.19 um/s lo que representa un

incremento de 9.5 veces en su velocidad estandar.

5.7 CCMV para transporte de farmacos

Con la finalidad de identificar si el virus CCMV podria servir como acarreador de farmacos, se

procedid a realizar una prueba de insercién del profdrmaco anticariégeno Tamoxifen.

Una vez realizada la metodologia de insercién de profarmacos en virus de CCMV de la seccién 3.11,
se procedid a la visualizacién de los virus marcados con el profarmaco Tamoxifen, utilizando el

microscopio confocal modelo LMS-50, el cual nos permite aumentar el contraste, eliminar luz
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desenfocada, enfocar en un solo plano y el uso de fluorescencia, con el propdsito de una

visualizacidn optima de los virus marcados con el profarmaco Tamoxifen.

Figura 37. CCMV marcados con Tamoxifen. A) Virus CCMV cargados con Tamoxifen. B) Virus CCMV
recubiertas con platino asimétricamente y cargados con Tamoxifen.

En la figura 37, podemos observar pequefios puntos verdes, los cuales son generados debido a la
fluorescencia emitida por el profarmaco anticancerigeno Tamoxifen que se encuentra dentro de las
virus de CCMV. En el inciso A) se muestran virus de CCMV marcadas con Tamoxifen mientras que
en el inciso B) se muestran los virus recubiertas con platino asimétricamente, y en ambas imagenes
es posible visualizar la fluorescencia emitida por el profarmaco. Se utilizé un objetivo de 60x para
obtener una mayor resolucién, lo cual permite facilmente apreciar los pequefios resplandores
emitidos por el virus marcado por el Tamoxifen. En este caso lo que se observa es la fluorescencia
emitida por el profarmaco, dado que el Tamoxifen por si mismo es fluorescente al ser excitado en
una longitud de onda de 480 nm; emite en 580 nm. Este profarmaco al ser altamente hidrofébico
tiene preferencia a acoplarse a los sitios hidrofébicos que se encuentran dentro de la capside viral,
esto ocurre de manera aleatoria al estar embebidos en la misma solucidn.

Una vez insertado el profarmaco, los virus de CCMV pueden ser utilizadas como acarreadores, dado
que el profarmaco se encuentra dentro de las proteinas que forman el virus, con lo cual podria

transportarse de forma dirigida.
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5.8 Virus en células de cancer de mama

La constante evolucidn de los tratamientos médicos nos impulsan a mejorar la manera en la que los
farmacos son suministrados, desarrollando micro/nanomotores capaces de retener y liberar algin
medicamento, esto con la vision de que en un futuro seamos capaces de entregar un farmaco
selectivamente a tejidos y células con una eficacia incrementada, y a su vez reducir los efectos
secundarios. En la actualidad ya se han utilizado micro/nanomotores para el transporte de
farmacos, tal es el caso de los micro/nanomotores magnéticos (Gao et al., 2012),
micro/nanomotores cataliticos (Mou et al., 2014), incluso ya se ha pensado en utilizar virus para el
tratamiento de enfermedades insertado agentes terapéuticos (Ma et al., 2012) pero ninguno con la

propiedad de ser un bionanomotor.

Con el propdsito de conocer si los bionanomotores podrian ser utilizados como transportadores
de farmacos e insertarse dentro de células cancerigenas, y siguiendo el protocolo de la seccion
3.12 se realizd la insercién de virus de CCMV recubiertas con platino y sin recubrir a células de

cancer de mama, caso particular de la MDA-231.

Figura 38. Internalizacién de virus de CCMV cargadas con Tamoxifen en células de cancer de mama MDA-231.
A) Células MDA-231 con virus de CCMV cargadas con Tamoxifen bajo luz visible. B) Células MDA-231 con virus
de CCMV cargadas con Tamoxifen interactuando con una longitud de onda de 480 nm, emitiendo en 520 nm.

C) Superposicién de imagenes A) y B).

En la figura 38 en el inciso A) se muestran las células cancerigenas MDA-231 con virus de CCMV
cargadas con Tamoxifen bajo luz visible, donde no es posible apreciar los virus dado que al excitar
con todas las longitudes de onda en el rango de lo visible la emisién de fluorescencia del Tamoxifen

es opacada, mientras en el inciso B) se muestran las mismas células MDA-231 con virus de CCMV
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cargadas con Tamoxifen, que al ser excitadas en una longitud de onda de 480 nm comienzan a
emitir fluorescencia (520 nm), y es posible observar que los virus de CCMV poseen la propiedad de
internalizarse por si solas en la membrana celular de células animales (Azizgolshani et al., 2013),
esto muy probablemente debido a tu tamafo tan pequefio y el tiempo en contacto con las células

(1 hr). En el inciso C) se observa el empalme de las imagenes A) y B).

Figura 39. Internalizacién de bionanomotores cargados con Tamoxifen dentro de células de cancer MDA-231.
A) Células cancerigenas MDA-231 con bionanomotores cargados con Tamoxifen bajo luz visible. B) Células
cancerigenas MDA-231 con bionanomotores cargados con Tamoxifen siendo excitadas por una longitud de
onda de 480 nm, emitiendo en 520 nm. C) Superposicion de imagenes A) y B).

En la figura 39, en el imagen A) se muestran las células cancerigenas MDA-231 con bionanomotores
cargados con Tamoxifen bajo luz visible, donde no es posible apreciar los virus dado que al excitar
con todas las longitudes de onda en el rango de lo visible la emisién de fluorescencia del Tamoxifen
es opacada, mientras que en la imagen B) se muestra la imagen de fluorescencia en las mismas
células MDA-231 con bionanomotores cargados con Tamoxifen, y es posible observar que los
bionanomotores al igual que las virus sin recubrir poseen la propiedad de internalizarse por si solos
en la membrana celular de células animales debido muy probablemente su tamafio pequefio (28
nm) (Azizgolshani et al., 2013), aun se desconoce el proceso exacto por el cual se insertan los
bionanomotores dentro de la célula animal. En el inciso C) se observa el empalme de las imagenes
A) y B). El recubrimiento asimétrico metdlico no es un impedimento para la internalizacién de los
bionanomotores, lo cual indica que es posible utilizar estos bionanomotores para el transporte de
farmacos hacia células cancerigenas y muestra biocompatibilidad en estos motores. El profarmaco
Tamoxifen al ser altamente hidrofdbico se acopla aleatoriamente a los sitios hidrofébicos que se

encuentran dentro de la cdpside viral de CCMV.
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5.9 Prueba de internalizacion con respecto al tiempo

Por ultimo, con la idea de poder determinar la capacidad de internalizacion de los bionanomotores
en comparacion con virus se realizaron pruebas de internalizacion en distintos periodos de tiempo
de bionanomotores contra virus de CCMV sin recubrimiento metalico, ambas funcionalizadas con

NanoOrange®.

Control 1

0 mins

60 mins

ok L‘.“{\: 4
Figura 40. Control de experimentos de internalizacién. A) y C) Células de cancer de mama (MDA-231) bajo luz
visible en tiempo 0 y 60 minutos respectivamente. B) y D) Células de cancer de mama (MDA-231) bajo filtro
de luz azul (480 nm) en tiempo 0 y 60 minutos respectivamente.

Utilizando el microscopio Nikon® Eclipse Ti y software Nis Elements version 4.4 se contabilizo el
incremento de intensidad de luz en las Células de cancer de mama (MDA-231) con respecto al
tiempo (figura 40). La intensidad de fluorescencia de los virus en B) y D) En tiempo 0 y 60 minutos
respectivamente se mantuvo estable durante el periodo de incubacidn. Cabe recalcar que el control
se encuentra en condiciones éptimas (temperatura, estabilidad, etc.). Las imagenes de los incisos B)

y D) difieren un poco debido a cuestiones de enfoque en el software.
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Como experimento final se realizé la internalizacion de bionanomotores funcionalizados con
NanoOrange®, llevando a 1% de H,0, la solucién de DEM, para otorgarle propiedad de movimiento
a los bionanomotores a distintos tiempos (20, 40, y 60 minutos) para observar si es que existe alguna

mejora en la internalizacion en comparacién con los virus sin recubrir.

Muestras

20 mins

40 mins

60 mins

Figura 41. Internalizacidon de bionanomotores de virus de CCMV en células de cancer de mama (MDA-231).
A), C), D) Células de cancer de mama (MDA-231) bajo luz visible en tiempo 0, 40 y 60 minutos respectivamente.
B), D) y E) Células de cancer de mama (MDA-231) bajo filtro de luz azul (480 nm) en tiempo 0, 40 y 60 minutos
respectivamente.
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Es posible intuir por la intensidad de la fluorescencia obtenida a 40 minutos en el inciso D) de la
figura 41 que hayamos obtenido una mayor internalizacién a las células cancerigenas en menor
tiempo, en comparacion al control de la figura 35 inciso A) donde a 60 minutos se ha perdido casi
toda la fluorescencia, sin embargo, es necesario realizar mas experimentos e investigacidon
bibliografica mas profunda en torno a la internalizacidén para poder determinar si efectivamente, el
otorgarle las propiedades de movimiento a los virus genera un efecto positivo en la internalizacion
en células cancerigenas los cuales no fueron posibles realizar en este trabajo de tesis debido a los
tiempos de entrega en el presente trabajo. Ademas es necesario modificar cuestiones del
experimento, tal como el uso de menores concentraciones de H,0, para reducir el efecto nocivo del
H,0,en las células de cancer de mama MDA-231 fabricar una especie de camara que selle alrededor
del microscopio éptico en la cual podamos mantener una atmosfera de CO al 5% (condicidn
necesaria para mantener estables las células) y erradicar la necesidad de traslado de muestras,
donde se generan movimientos bruscos que fomentan el desprendimiento de las células
cancerigenas de la base de la caja Petri causando la muerte de la célula de cancer de mama MDA-

231.
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Capitulo 6. Conclusiones

* Es posible fabricar bionanomotores virales realizando un recubrimiento asimétrico de
platino en las capsides virales de CCMV y BMV, el platino al actuar como catalizador del
peréxido de hidrogeno lo descompone generando burbujas de O, de un lado del
bionanomotor lo que resulta en la propulsién del motor en direccidon opuesta a las burbujas
y al catalizador.

* Es posible obtener recubrimientos metalicos asimétricos de platino sobre las virus por
medio de la técnica de “sputtering” utilizando un angulo de 65° del blanco con respecto a
la normal de la muestra, durante el proceso de depdsito, generado un recubrimiento
preferencial sobre un lado de las particulas a recubrir. Esta manera de recubrir los virus
produce bionanomotores donde el platino actia como catalizador del perdxido de
hidrogeno descomponiéndolo y generando burbujas de O, de un lado del bionanomotor lo
gue resulta en la propulsién del motor en direccidn opuesta a las burbujas y al catalizador.

* Los virus de CCMV y BMV mantienen su capacidad de retenciéon de moléculas después de
ser marcadas fluorescentemente con NanoOrange, el profarmaco Tamoxifen vy
posteriormente recubiertas con platino, asi mismo el recubrimiento metalico no es un
impedimento para observar la fluorescencia emitida por dichas particulas dado que es
posible observarlas después de todo el proceso de modificacién antes mencionado.

* La velocidad méxima promedio en los bionanomotores de CCMV es de 8.95um/s (298
cuerpos por segundo) mientras que en los bionanomotores de BMV fue de 9.19um/s (306
cuerpos por segundo), aumentando la velocidad estandar de los virus sin recubrimiento
metadlico y sin combustible 9.5 veces, ambos bionanomotores realizan recorridos con
trayectorias aleatorias, y son independientes unos de los otros.

* Los bionanomotores de CCMV funcionalizados con NanoOrange®, asi como con el
profarmaco anticancerigeno Tamoxifen, poseen capacidad de penetrar la membrana celular
de las células de cancer de mama MDA-231 lo que los vuelve un prospecto a utilizar para el

transporte de farmacos.
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Capitulo 7: Perspectivas

Los resultados antes mencionados, nos motivan a seguir trabajando en el desarrollo de
bionanomotores para ser utilizados en el transporte y liberacién de fdrmacos, a seguir trabajando
la especializacion de estos motores, utilizando componentes metalicos que nos permitan controlar
la direccién de estos bionanomotores para un transporte de farmacos mejor dirigido, asi mismo
utilizar otros métodos de propulsion y utilizarlos en los virus para crear bionanomotores 100%
biocompatibles, por ultimo, buscar otros farmacos que nos permitan utilizar estos bionanomotores

para el tratamiento o control de otras enfermedades.
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