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1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas (NPs) son definidas como materiales con por lo menos una de sus
dimensiones a escala nanométrica (entre 1Tnmy 100nm) [1]. En los ultimos anos ha crecido
el interés en su investigacion, debido a que por su tamafio evidencian propiedades
diferentes del material a granel o “bulk material”, como el incremento en el area superficial
y la posible aparicién de efectos cuanticos [2].

Las NPs tienen varias caracteristicas de interés en el area biomédica, como el tamafio,
que les permite mayor interaccion celular que aquellas del orden de los micrometros, y
mayor endocitosis ya que su internalizacion no requiere de receptores de membrana sino
de interacciones fisicoquimicas [3]-[5]. Ademas, la disminucién en el tamano de las
particulas significa un aumento en la relacién area superficial/volumen de las mismas, lo
cual indica que tendran mayor interaccion con el entorno biolégico [4]. También la toxicidad
resulta interesante pues en algunos materiales esta propiedad cambia segun el tamafio,
puesto que particulas muy pequefias, menores a 10nm pueden favorecer reacciones
biolégicas desencadenando efectos toxicos, lo cual se ha visto en diferentes sintesis de
NPs [1], [6].

Los puntos de carbono (“CDs,” por sus siglas en inglés) son nanomateriales con
fotoluminiscencia intensa cuya estructura posee un diametro igual o menor a los 10 nm. El
descubrimiento de estas nanoparticulas data del afo 2004 como consecuencia de la
purificaciéon de nanotubos de pared sencilla [7]; ya en 2006 se acufia el término CDs [8].
Su estructura contiene grupos funcionales con oxigeno, nitrégeno, carbono e hidrégeno, o
también agregaciones poliméricas [9]. Mayormente se encuentra que la estructura de los
CDs posee carbono con hibridacion sp?, es decir enlaces dobles entre carbonos (C=C), en
algunas sintesis puede ser sp3 (C-C); esto depende de los precursores y el método de
sintesis [10]. Desde su descubrimiento, los CDs han llamado la atencion en biomedicina,
pues se ha demostrado baja citotoxicidad, estabilidad coloidal en medio acuoso,
biocompatibilidad, fotoestabilidad y fluorescencia sintonizable tanto de emision como de
excitacion [11]. Las propiedades opticas y superficiales de los CDs permiten candidatizarlos
para aplicaciones teragnésticas, como bioimagen, liberacion controlada de farmacos,
radioterapia, también como técnica no invasiva para deteccion de tumores ya que su
internalizacion se puede mediar por inyecciones intravenosas u otras particulas como
endosomas evitando incisiones o remociones de tejido que son caracteristicas de las
terapias invasivas [11], [12].

1.1. Principales aplicaciones biomédicas de los puntos de carbono

Con las propiedades que caracterizan a los CDs como baja toxicidad, estabilidad
coloidal en medio acuoso, hidrofilicidad, estabilidad quimica, y fotoluminiscencia se
considera que este material es versatil para aplicaciones en el campo biomédico. Hay
muchos ejemplos en los cuales los CDs han sido utilizados como plataformas
multifuncionales para liberacion de farmacos, liberacion magnética, Imagen por resonancia
magnética (IRM) y liberacion de mas de un farmaco de manera simultédnea, las aplicaciones
mas relevantes se presentan en esta seccion.



1.1.1. Puntos de carbono para bioimagen

Se ha investigado la aplicacion de bioimagen in vitro para usarlos en vez de los medios
de contraste organicos por su fotoestabilidad, sensibilidad, brillo y resistencia a la
degradacion metabdlica [6]. Las investigaciones que se presentan a continuacion han
tenido éxito al usar CDs para bioimagen in vitro.

Hu et al. [13] sintetizaron CDs a partir de polietilenimina ramificada (BPEI) por el método
hidrotérmico, las particulas resultantes la incubaron con células de cancer de mama (MCF-
7) y las excitaron a 450 nm, se observo luminiscencia desde el interior de las células,
ademas se distribuyeron uniformemente en el citoplasma. Finalmente, la fotoluminiscencia
no disminuyé durante los 30 minutos de excitacion de los CDs, evidenciando poco
fotoblanqueo e incrementada fotoestabilidad [13].

Mehta et al. [14] sintetizaron CDs a partir de jugo de cafia de azucar, posteriormente
las inocularon en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae. Por medio de microscopia
confocal de laser evidenciaron luminiscencia roja, verde y azul aplicando diferentes
longitudes de onda de excitacion. Las imagenes obtenidas mostraron dispersiéon uniforme
de los CDs en el citoplasma y los investigadores concluyeron que estos ingresaron por
medio de endocitosis. Mas del 90% de las células se mantuvieron con vida [14].

Yang et al. [15] propusieron la sintesis de CDs a partir de miel. Para evaluar su
potencial como plataforma para bioimagen se inocularon en las lineas celulares de
adenocarcinoma cervical (Hep-2 y Hela). Los autores declararon que luego de una hora de
incubacién se origind fluorescencia en las lineas celulares correspondiente a los CDs
concluyendo que sirven como agentes para tincion e imagenologia celular. Sin embargo, el
articulo no especifica porcentajes de viabilidad celular luego del tratamiento [15].

Du et al. [16] sintetizaron CDs con serina y glucosa como precursores. La presencia de
serina permitié la presencia de heteroatomos de nitrégeno. Los inocularon en células
adenocarcinoma basal epitelial (A549), luego de 6 horas de incubacién usaron microscopia
confocal para observar la fluorescencia de las células con diferentes longitudes de onda
para excitar las particulas. Al variar las longitudes de excitacidn variaban las longitudes de
emision. La fluorescencia de los CDs sobresalid en la membrana celular, citoplasma y
alrededor del nucleo, mientras que dentro del nucleo la fotoluminiscencia fue muy baja; este
estudio concluyo que su sintesis puede ser efectiva para bioimagen y marcaciéon biolégica
[16].

La aplicacion de los CDs en bioimagen in vitro ha sido de las mas destacadas puesto
que en muchos estudios se ha probado la baja citotoxicidad de los CDs. Pocos estudios
han reportado el ingreso de los CDs al nucleo de las células y quizas mas importante se ha
mostrado que la intensidad fotoluminiscente de este material no se reduce al someterlos a
prolongados tiempos de excitacion [9]. A pesar de que se siguieron diferentes sintesis los
estudios convergen en la baja citotoxicidad de los CDs y en que se deben continuar las
investigaciones en modelos in vivo ya que si bien se tiene una idea del comportamiento en



sistemas in vitro esta no es completa ya que los resultados pueden cambiar cuando se
someten a todas las variables que rigen en los organismos.

Otras investigaciones los han estudiado para bioimagenes in vivo ya que por su baja
toxicidad se prefiere su uso por sobre el de otras nanoparticulas que contienen metales
pesados. En estos casos se prefiere el uso de CDs con longitudes de onda largas ya que
la penetracion tisular aumenta y el fondo autofluorescente disminuye, lo que a su vez mejora
la relacion sefial a ruido (SNR)[17].

Zhang et al. [18] sintetizaron CDs utilizando como precursor cabello humano y piel
porcina. Al inocularlos en el pez cebra (Danio rerio) el cual se ha usado como modelo para
imagenes fluorescentes se encontré que los CDs sintetizados se acumulan selectivamente
en el ojo y en el saco vitelino, manteniendo su fluorescencia por 60 horas. A raiz de eso se
concluyd que los CDs son adecuados para observaciéon a largo plazo de las etapas de
desarrollo de este pez [18].

Zhang et al. [19] desarrollaron una plataforma para tomografia computarizada con CDs
dopados con yodo. Luego se realizaron experimentos in vitro en las lineas de
adenocarcinoma basal epitelial (A549) y cancer de mama (4T1) los cuales indicaron que la
viabilidad celular era del 90% a las 24 horas de incubacién ademas estos penetraron la
membrana celular y se ubicaron en el citosol. Los experimentos in vivo en ratones (Mus
musculus), mostraron que a los 10 minutos de inyectar los CDs via intravenosa se ubicaron
en la vejiga y en los rifiones por medio de tomografia computarizada. La investigacion
resalta que no hubo efectos adversos asociados a la inyeccion de las nanoparticulas y
fueron excretadas via urinaria, con base en estos resultados se propone el uso de esta
plataforma como medio de contraste para tomografia computarizada [19].

Es poca la literatura que se encuentra de inoculacién de CDs en modelos in vivo, sin
embargo, ambas investigaciones concuerdan en que los CDs mostraron buenas
propiedades fluorescentes, y gracias a su estabilidad coloidal en medio acuoso ambos
casos evidenciaron excrecion de los CDs por via urinaria, pero no declaran si las especies
debieron ser sacrificadas a causa de los CDs y tampoco hicieron estudios a largo plazo
donde se busque saber los que ocurre luego de exposiciones largas.

1.1.2. Puntos de carbono para liberacion de farmacos

También se ha estudiado el uso de CDs para la liberacion de farmacos, en este caso
se deben disefar sistemas capaces de transportar medicamentos a un sitio especifico. Los
nanomateriales al combinarse con los farmacos mejoran su absorcion, distribuciéon y
eliminacion [9], [20]. También se ha visto que son apropiados para transportar farmacos
con baja dispersibilidad, y para liberar mas de un compuesto [9].

Lai et al. [20] prepararon CDs utilizando glicerol como precursor, posteriormente
encapsularon doxorubicina para evaluar la liberacién controlada del farmaco y los cambios
que puede causar en las propiedades fluorescentes de los CDs. Al obtener imagenes
fluorescentes de las células en las cuales inocularon las nanoparticulas, se evidencié
fluorescencia verde en el citoplasma inherente a los CDs y fluorescencia roja en el nucleo



por la doxorubicina. Con este estudio se concluyo el favorable ingreso de los CDs a las
células y la posterior liberacion del farmaco al nucleo para tratamiento [17].

Los CDs al ser dopados con iones se pueden volver magnéticos, incorporando
Eu3t,Mn?*o Gd3* de esta manera se pueden usar en MRI la cual combinada con la
propiedad fluorescente de los CDs permite incrementar la penetracién tisular y la resolucion
espacial. Este dopaje se ha realizado junto con doxorubicina para la liberacion de farmacos
en células de tumor cervical (HelLa) [21].

Al revisar la literatura se encontré que la liberacion de farmacos en este tipo de
nanoparticulas esta orientada hacia medicamentos para el cancer como la doxorubicina,
las miradas hacia otras aplicaciones se han dado en pocas ocasiones, no obstante, para
este caso han mostrado penetracién en la membrana y adecuada liberacion del farmaco,
ademas la viabilidad celular se ha visto disminuida, sin embargo hacen falta estudios que
demuestren el comportamiento de éstas sintesis en células no cancerosas.

1.1.3. Puntos de carbono para radioterapia

La radioterapia consiste en la utilizacion de altas dosis de radiacién ionizante la cual es
energia liberada en forma de particulas o rayos que poseen la capacidad de desplazar
electrones o atomos de la materia [22], [23]. A nivel celular la radioterapia dafia el ADN
porque cuando la radiacién ioniza moléculas de agua se generan radicales libres y
superdxido, causando rompimientos en la doble hélice que terminan impidiendo el
crecimiento y division celular [22], [23]. esto resulta util cuando se busca frenar el
crecimiento de células cancerosas, sin embargo, debido a que las células cancerosas se
encuentran rodeadas de tejido sano resulta de capital importancia desarrollar plataformas
cuya toxicidad sea muy baja o nula en el tejido sano ya que la baja especificidad es uno de
los mayores inconvenientes de los métodos de radioterapia que se ofrecen hoy en dia [24].

Sin embargo, el efecto terapéutico de la radioterapia se ve limitado por diversos
factores como la radiosensibilidad, que es proporcional a la capacidad de la célula para
reparar dafio al ADN, y la baja especificidad ya que no se limita a dafar tejido canceroso
sino también sano [22], [23]. A raiz de estos problemas se ha planteado el uso de nano-
radiosensibilizadores, los cuales buscan aumentar el alcance de la radioterapia pues esta
en estudio su capacidad de incrementar la apoptosis de los tumores, ademas su area de
accién se podria delimitar ya que se permite posicionamiento en el tejido canceroso [24].

Zou et al. [25] prepararon CDs a partir de glicina y los doparon con gadolinio. El
propésito de esta sintesis fue implementar radioterapia guiada por MRI. Los CDs fueron
inyectados en ratones, estos circularon alrededor de 6 horas para luego ser excretados por
la orina. Luego de 10 minutos de ser inyectados se evidenciaron regiones mas brillantes en
el corazon, rifiones y vejiga. Ademas, este estudio evaluo la proliferacion de la linea celular
de cancer de pulmén (HepG2) luego de tratamiento con rayos X y con los CDs preparados,
se evidenci6 que se inhibio la formacién de colonias indicando que los CDs mejoraron la



dosis de radiacion, principalmente debido al Gadolinio ya que este es un metal pesado que
aumenta la radiosensibilidad de los tejidos [25].

Demir et al. [26] encapsularon CDs en una plataforma liposomal con mora azul
(Vaccinium corymbosum) como precursor. Para la evaluacion de potenciales aplicaciones
en radioterapia se inocularon los CDs en las lineas celulares de queratinocitos (HaCaT) y
glioblastoma (U-87MG) y se irradiaron con 5.0Gy, los resultados indican que la viabilidad
celular del grupo control (con radiacién pero sin liposomas) fue del 60%, mientras que la
viabilidad celular de los grupos con liposomas fue de entre 40% y 30%, lo cual demuestra
que los CDs se pueden usar como agentes teragndésticos en oncologia [26].

En estos estudios se encuentra que se afecta la viabilidad celular considerablemente
cuando los CDs son dopados con metales pesados y acompanados con radiacion, sin
embargo, en el primer estudio no mencionan el porcentaje de viabilidad celular, lo cual seria
interesante para poder compararlo con el segundo estudio y concluir si ésta se ve mas
afectada cuando los CDs son internalizados en liposomas. Los estudios demuestran que
los CDs funcionan como focalizadores de radiacion en los tejidos, aumentando su
radiosensibilidad que es la respuesta de un sistema biolégico frente a la radiacion [27].
Como se ha venido diciendo existe un déficit de estudios en células normales, pues lo
estudios en células tumorales no se pueden extrapolar a células sanas ya que la respuesta
a la radiaciéon depende de factores genéticos, los cuales varian entre lineas celulares [27].

1.2. Ensayos de citotoxicidad

Existen 4 tipos de ensayos de citotoxicidad in vitro clasificados segun el tipo de medicion
y el resultado que se obtiene.

1.2.1. Ensayos de exclusion de colorante

Su principio se basa en que las células viables poseen membrana celular intacta que
les permite excluir el colorante mientras que las no viables no tienen la membrana celular
en optimas condiciones permitiendo filtracidon de colorante a su interior, por ello presentan
tincién [28]. En estos ensayos se debe tener en cuenta que las células dafadas pueden
tomar dias en perder la integridad de la membrana. Durante este tiempo, las células que
sobreviven pueden continuar proliferando, pero algunas células dafadas se pueden
desintegrar, lo cual conlleva la subestimacion de muerte celular. Sin embargo, en
comparacion con otros ensayos estos son de uso mas simple y requieren menos cantidad
de células [28]. Ejemplos de estos ensayos son Azul Tripan, eosina, rojo Congo y eritrosina
B.

1.2.2. Ensayos colorimétricos
Estos ensayos miden marcadores bioquimicos para asi evaluar actividad metabdlica
celular. En este caso los reactivos usados cambian de color en concordancia con la

viabilidad celular. La medicién colorimétrica se realiza por medio de espectrofotometria. Su
amplio uso radica en la facilidad del procedimiento y bajo costo, sin embargo, la absorbancia
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se ve influenciada por el tipo de célula, el tiempo de incubacion y el numero de células [28],
[29].

El MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) es un ejemplo de
estos ensayos colorimétricos que mide marcadores bioquimicos para asi identificar
actividad metabdlica celular. EI MTT evalla la actividad de algunas enzimas, propiamente
la reduccion de MTT a formazan por la enzima succinato deshidrogenasa, y otras
deshidrogenasas principalmente mitocondriales. La cantidad de formazan reducido es
proporcional al numero de células viables. Otros ensayos son MTS, XTT, captacion de rojo
neutro, WST, LDH, SRB y CVS.

1.2.3. Ensayos fluorométricos

El principio es similar al de los ensayos colorimétricos, sin embargo, se consideran mas
sensibles y se pueden practicar en células adherentes y no adherentes. No obstante,
pueden presentar interferencia fluorescente y sobrelape del espectro entre los fluoréforos
usados y agentes citotoxicos a evaluar [28], [30]Ejemplos de estos ensayos son resazurina,
GF-AFC, CFDA-AM.

1.2.4. Ensayos luminométricos de ATP

La base tedrica de este ensayo radica en que cuando una célula se dafia, pierde
integridad en la membrana y la habilidad para sintetizar ATP se afecta disminuyendo su
producciéon. Este ensayo demuestra proporcion lineal entre la sefial luminiscente y la
cantidad de ATP o el numero de células. No obstante, el ensayo se ve limitado por su baja
reproducibilidad [28], [29]

Por otro lado, varios estudios han planteado los CDs para el desarrollo de
nanoplataformas diagndsticas con fines terapéuticos, no obstante son pocos los que se
proponen evaluar su citotoxicidad en la primera etapa de desarrollo. Es decir, los CDs sin
modificaciones después del proceso de sintesis y pasivacion. Es valido aclarar que son muy
pocos los estudios que se han enfocado en evaluar la citotoxicidad de los CDs en células
sanas, lo cual es de capital importancia al desarrollar una nueva aplicacién. Una respuesta
citotoxica de los CDs puede llevar a efectos secundarios no deseados en su aplicacion, lo
cual constituye un elemento determinante y limitante para el alcance de su uso [11].

1.3. Citotoxicidad de los puntos de carbono

La citotoxicidad de los CDs es una de las propiedades que mas ha llamado la atencion
porque se ha visto que varia segun el procedimiento experimental para su generacion, ya
que el uso de diferentes métodos de sintesis, precursores y solventes adiciona diferentes
grupos funcionales los cuales determinan las propiedades fisicoquimicas de los CDs, es
por ello que la citotoxicidad no es una propiedad que se pueda generalizar para todas las
sintesis [31]. En consecuencia, ha sido investigada desde diferentes acercamientos en
varias ocasiones y en general han mostrado tener baja citotoxicidad in vitro [31] En la Tabla
1 se sintetiza la informacion que se encontré en el estado del arte sobre estudios de
citotoxicidad de CDs. Para la busqueda de literatura que se presenta a continuacién se
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buscaron articulos cuya metodologia incluyera a evaluacion de citotoxicidad de CDs por
medio de los ensayos Azul Tripan y MTT, ya que estos fueron los ensayos implementados
en este trabajo; también que las sintesis no incluyeran modificaciones ni funcionalizaciones,
y que el por lo menos un periodo de incubacién fuera de 24 horas, siendo éste el que se
practicaria en la realizacion de este trabajo dirigido.

Ray et al. [32] sintetizaron CDs a partir de hollin de carbén. La citotoxicidad se midio
por medio de los ensayos MTT y Azul Tripan en carcinoma de higado (HepG2). Los
resultados mostraron que entre el 90-100% de las células sobrevivieron luego de 24 horas
de exposicion a concentraciones de CDs menores a 0.5 mg/mL [32].

Otros experimentos de citotoxicidad en CD también han concluido que es baja,
propiamente segun Yingliang Liu et al. [33]. Sintetizaron CDs a partir de quitosan. Los
inocularon en adenocarcinoma de pulmon (A549), por medio del ensayo MTT se mostro
baja citotoxicidad y a través de microscopia confocal se evidencia que los CDs penetraron
la célula hasta llegar al citoplasma sin ingresar al nucleo. No obstante, los CDs de este
estudio poseian grupos amino en la superficie, los cuales segun la literatura mejoran la
estabilidad acuosa, reduciendo a su vez la biotoxicidad, debido a que pueden ser
excretados en la orina y no tienden a acumularse en el cuerpo [33].

Hui-Fen Wu et al. [34] sintetizaron CDs utilizando como precursor acido citrico; los
ensayos de citotoxicidad se hicieron en células de cancer cervical (HeLa) y su viabilidad fue
determinada por medio de la prueba de exclusién por de Azul Tripan. En conclusién los
CDs mostraron buenas propiedades épticas y con un maximo de emisioén fluorescente a
585 nm, postulandolos como Optimos para imagenologia fluorescente; también
evidenciaron baja citotoxicidad y alta biocompatibilidad, sin embargo declaran que es la
primera investigacion realizada bajo esas caracteristicas [34].

Liu et al. [35] realizaron dos sintesis de CDs, para la primera utilizaron como precursor
nanopolvo de carbono, para la segunda sintesis utilizaron hollin de carbén. Para las
evaluaciones de citotoxicidad se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama (MCF-
7) y adenocarcinoma colorectal (HT-29) las cuales fueron sometidas a los ensayos Azul
Tripany MTT. Segun el ensayo de Azul Tripan ninguna de las sintesis descritas tuvo efectos
significativos en la proliferacion y mortalidad de las lineas celulares. En cuanto al ensayo
MTT los resultados parecen erraticos y puede que no sean validos ya que previamente se
ha reportado que al aplicar este ensayo en nanotubos de carbono, éstos se aglomeran junto
al formazan y evitan la dilucion de los cristales. La baja toxicidad obtenida del ensayo por
Azul Tripan se atribuye a que estas sintesis de CDs son quimicamente inertes, el estudio
permite concluir que incluso en altas concentraciones estos CDs son biocompatibles en
términos de proliferacién celular y tasas de mortalidad [35]. De esta investigacion se debe
resaltar que es la Unica que cuestiona los resultados del ensayo colorimétrico MTT; en otras
investigaciones se ha planteado que al realizar estudios de citotoxicidad se deben realizar
por lo menos dos con principios diferentes, por ejemplo MTT y AT, para asi verificar la
citotoxicidad que se obtiene de cada uno [36]. Ademas se ha visto que al aplicar colorantes,
como los utilizados en ensayos colorimétricos, algunos materiales a base de carbono
absorben el colorante reduciendo la absorbancia, lo cual da viabilidades bajas por ende se
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obtienen falsos positivos [37], no obstante los autores de este articulo no concluyeron
acerca de la razén por la cual se obtuvieron resultados erroneos en MTT debido a la poca
literatura que se encuentra al respecto, es por ello que invitan a realizar mas investigaciones
sobre el tema.

Mohapatra et al. [38] sintetizaron CDs a partir de jugo de naranja (Citrus nobilis
deliciosa); la citotoxicidad se evalué por medio del ensayo MTT en la linea celular de
fibrosarcoma (L929). En conclusion, los CDs no mostraron toxicidad significativa y fueron
tolerados por las células incluso a concentraciéon de 200 ug/mL y periodos de incubacion de
72 horas [38].

En contraste, Dias et al. [39] produjeron tres lotes de CDs a partir de kiwi (Actinidia),
pera (Pyrus) y aguacate (Persea american). Para medir la citotoxicidad se tomaron dos
lineas celulares de adenocarcinoma colorectal (HK-2 y Caco-2) las cuales fueron
inoculadas con los CDs, para luego someterlas al ensayo de exclusiéon de Azul Tripan. Los
resultados muestran cierto nivel de toxicidad de los CDs en ambas lineas celulares, la
maxima mortalidad fue de 25% a una concentracién de 1 mg/mL la toxicidad de estos CDs
se atribuye al alto contenido de fenoles y polifenoles de los precursores los cuales tienen
propiedades antioxidantes. Este estudio y el de Mohapatra et al. [38] evaluaron citotoxicidad
con incubaciones de 24, 48 y 72 horas, lo cual es clave ya que mostraron que si bien la
viabilidad no se afecta considerablemente en ninguno de los tiempos esto no se debe
generalizar para tiempos mas largos ni para otras sintesis ya que una prolongada
exposicion a los CDs puede cambiar las propiedades fisicoquimicas de los CDs pues estos
tienen grupos funcionales en la superficie que interactian con el medio celular y
desencadenan reacciones que pueden tanto favorecer como afectar la proliferacion celular
[39].

Pandey et al. [40] sintetizaron CDs a partir de hollin de vela. Para evaluar la
citotoxicidad se implementd el ensayo de exclusion de Azul Tripan en la linea celular
perteneciente a fibroblastos de pulmén de hamster (V-79) la cual es aprobada por la
Organizacién para la Cooperacion y Desarrollo Economico (OECD) para llevar a cabo
ensayo de genotoxicidad y mutagenicidad. El ensayo revel6 que no hubo muerte celular
significativa y las nanoparticulas tampoco afectaron la integridad de la membrana. Este
estudio realizé evaluacion de genotoxicidad, lo cual se debe destacar ya que es el Unico
estudio de los mencionados en este trabajo que lo ha hecho y es de vital importancia
conocer si los CDs generan daino en el ADN, debido a que se cree que los hanomateriales
incrementan la produccion de ROS, la cuales son moléculas reactivas inestables que oxidan
moléculas como el ADN vy las proteinas impidiendo su correcto funcionamiento. En este
caso se vio que los CDs no causaron estrés oxidativo en la linea celular ni dafio en el ADN
[40].

Al revisar las conclusiones de los articulos encontrados todos reportan baja
citotoxicidad in vitro con porcentajes de viabilidad mayores a 90%, esto en concentraciones
menores a 500 pg/mL. Sin embargo el articulo de Mohapatra et al. [38] ultilizd
concentraciones de entre 1-5 mg/mL y aun asi el porcentaje de viabilidad superé el 95%,
ellos aclaran que son concentraciones muy elevadas que superan las necesarias para
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aplicaciones de CDs. En los casos de las sintesis de Ray et al. [31], Hui-Fen Wu et al. [34]
y Dias et al. [39] concuerdan en que a altas concentraciones se pueden presentar efectos
téxicos, que variaran segun la metodologia por la cual se realizé la sintesis.

Otro punto en comun entre los estudios es que las propiedades Opticas de las sintesis
las postulan como candidatas para bioimagen, ademas todas las sintesis presentaron
emision de luz dependiente de la longitud de onda de excitacion y también persistencia
luminiscente luego de largas excitaciones, aunque no mencionan el periodo de tiempo. Los
estudios invitan a continuar con investigaciones de citotoxicidad in vitro e in vivo para
concluir sobre la bioseguridad de diferentes sintesis y poder escalarlas a aplicaciones en
humanos. Cabe resaltar que solo uno de los estudios discutidos, el presentado por Dias et
al. [28] realizé estudios in vivo en donde concluyeron que las sintesis fueron mas toxicas
en el modelo animal que en el modelo in vitro, sin delucidar el por qué, pero invitando a
continuar los estudios ya que es muy poca la literatura que se encuentra al respecto.

Como se ha evidenciado en el desarrollo del estado del arte no se encontraron estudios
que revisen la citotoxicidad de los CDs sintetizados a partir de acido citrico en células no
tumorales. Como se evidencia en los parrafos anteriores, la mayor parte de estudios
demuestran su baja citotoxicidad en células tumorales. Es por esto que con la realizacién
de este estudio se busca obtener una primera mirada a los efectos citotoxicos de los CDs
en lineas no tumorales, puntualmente las lineas Vero y 3T3-L1.
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Tabla 1. Sintesis de los datos reportados en la literatura sobre citotoxicidad de puntos de carbono evaluada a
partir del ensayo de exclusiéon de Azul Tripan y el ensayo colorimétrico MTT.

Literatura | Precursor | Solvente Linea(s) Ensayo(s) de | Citotoxicidad
celular(es) | citotoxicidad
Ray et al. | Hollin  de Acido nitrico HepG2 MTT 'y Azul | Baja
[32] carbon Tripén
Yingliang Quitosan No especifica Ab49 MTT Baja
Liu et al
[33]
Hui-Fen Acido Bromuro de | HelLa Azul Tripan Baja
Wu et al. | citrico tetraoctilamonio
[34]
Mohapatra | Jugo de | No especifica L929 MTT Baja
et al. [38] naranja
(Citrus
nobilis
deliciosa)
Liu et al. | Nanopolvo | Acido nitrico MCF-7 y | Azul Tripan y | Baja segun AT,
[35] de carbono HT-29 MTT MTT fue
inconcluso
Hollin  de | Dimetilformamida | MCF-7 y | Azul Tripan y | Baja segun AT,
carboén HT-29 MTT MTT fue
inconcluso
Dias et al. | Kiwi, peray | No especifica HK-2 y | Azul Tripan Baja
[39] aguacate Caco-2
Pandey et | Hollin de | Acido nitrico y | V-79 Azul Tripan Baja
al. [40] vela etanol
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2. OBJETIVOS

2.1. General
Estudiar el efecto de los puntos de carbono sintetizados a partir de acido citrico sobre
la citotoxicidad, en lineas celulares derivadas de preadipocitos (3T3-L1) y rifidn
(VERO).

2.2. Especificos

= Sintetizar puntos de carbono, a partir de acido citrico, por reaccién microondas.

= Evaluar el impacto de los puntos de carbono sobre la citotoxicidad, en las lineas
celulares 3T3-L1y VERO.

= Comparar los hallazgos obtenidos de los diferentes ensayos de citotoxicidad
aplicados.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1. Sintesis de puntos de carbono

La sintesis de CDs se realizé por el método de reaccién por microondas segun se indica
en la Figura 1. Esta técnica consiste en calentar rapidamente precursores que contienen
carbono, lo cual aumenta considerablemente su velocidad de reaccion. Ademas, el
microondas permite calentar de manera uniforme toda la mezcla. La radiacion de las
microondas ejerce fuerza sobre las particulas cargadas, causando que estas se muevan y
colisionen con otras moléculas, generando friccion la cual produce calor [41].

Sintesis de puntos de
carbono

Se disolvieron 0.5g de acido citrico
en una solucién 1:1 de etanoly ~ ——p»
dimetilformamida

Se transfirio la mezcla a un tubo reactor
» con agitador para ingresarla a microondas
por 5 minutos a 175°C en el modo AFAP

|

Se retird el sobrenadante y se filtré Se centrifugé la solucién a 10.000
utilizando filtro de 20um o rpm por 10 minutos

Se sometié a sonicador para
homogenizar la mezcla

Se dializ6 la solucién en presencia
de agitacion (100 rpm) por 24 horas a «——
temperatura ambiente

Se llevé a horno por 24 horas a 80°C

Figura 1. Procedimiento para la sintesis de puntos de carbono.

Para la sintesis se siguié el procedimiento indicado en la Figura 1, como precursor
organico se utilizé acido citrico (C¢HgO;) y como solventes etanol (C,H;OH) y N, N-
Dimetilformamida (C;H,NO). Todos los reactivos fueron comprados en Scharlau. Esta
solucion se sometioé a sonicacion por 6 minutos, se obtuvo una solucion transparente que
se somete a microondas a 175°C por 5 minutos en el Monowave 50 fabricado por Anton
Paar en Austria. Al salir del microondas se obtiene una solucion ligeramente amarilla (Figura
2). En seguida se centrifuga la solucién en el dispositivo mySPIN de Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos, y se filtra para proceder a dialisis con agitacién durante 24 horas
a temperatura ambiente. Finalmente, se lleva a horno por 24 horas a 80°C.
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Figura 2. Solucién antes y después de llevar a microondas, se evidencia cambio en su coloracién.

3.2. Evaluacion de la citotoxicidad de los puntos de carbono
3.2.1. Lineas celulares

La linea celular Vero es originaria de rifién del mono verde africano (Chlorocebus
sabaeus), su morfologia es de fibroblastos, son adherentes de cariotipo pseudo-diplode, de
amplio uso en cultivo celular. Se usa para estudiar la propagacion de bacterias y parasitos
intracelulares y para la evaluacion de efectos de quimicos, toxinas y otras sustancias a nivel
celular y molecular, ya que esta linea es susceptible a varios tipos de microbios y toxinas
[42].

Por otro lado, la linea celular 3T3-L1 es originaria de embriones de raton (Mus
musculus), inicialmente posee morfologia de fibroblastos pero se pueden aplicar agentes
prodiferenciadores para convertirlas en adipocitos. Su frecuente uso en cultivo radica en
que soportan elevado nimero de pases y mas importante que se suelen obtener respuestas
homogéneas a tratamientos y cambios en condiciones experimentales.

Para propiciar las condiciones adecuadas al cultivo y permitir la correcta proliferacion
celular se utilizé6 medio de cultivo completo el cual contiene DMEM, suero fetal bovino al
10%, ademas se agrego antibiotico y antimicético al 1% de Sigma-Aldrich (Estados Unidos)
para evitar el crecimiento de bacterias, las células se mantuvieron en incubacién a 37°C y
5% de CO,.

3.2.2. Exposicion de lineas celulares a puntos de carbono

Los CDs se dispersaron en medio de cultivo de DMEM. Ambas lineas celulares fueron
expuestas a concentraciones de 50, 125, 250 y 500 ug/mL de CDs, por un periodo de
incubacion de 24 horas. Se realizé un control positivo con perdxido de hidrogeno (H,0,) y
un control negativo con células y sin CDs, unicamente medio completo. Una vez culminado
el tiempo de exposicién, se lavaron las células con PBS para eliminar los CDs del medio y
se llevaron a cabo los experimentos de citotoxicidad.
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3.2.3. Ensayo de citotoxicidad por Azul Tripan

Para realizar el ensayo, en placas de 12 pozos se sembraron 100.000 células en cada
pozo. Pasadas 24 horas se sometieron a las concentraciones de CDs ya mencionadas,
distribuidas segun lo indica la Figura 3, en donde se presentan tres réplicas técnicas por
cada condicion. En otra placa se dispuso 3 controles negativos no toxicos, es decir sin CDs
y 3 positivos tdxicos con H,0,. Este también se afiadié luego de 24 horas de haber
sembrado las células. Pasadas las 24 horas de incubacion se lavaron las células dos veces
con PBS y se despegaron utilizando la enzima Accutase® (Innovative Cell Technologies,
Inc.) la cual mimetiza la acciéon de la tripsina y la colagenasa que son usadas para
desadherir las células en cultivo. Luego se tomé un volumen de 10 pl. de cada pozo y se
mezclé con 10 uL de Azul Tripan (Gibco) para establecer una relacién 1:1, luego de incubar
aproximadamente 3 minutos a temperatura ambiente, se agregé una gota de esta mezcla
al hematocitémetro para asi contar las células viables en el contador automatico de células
(CytoSMART™ Holanda).

50ug/ml

250ug/ml

Figura 3. Distribucién experimental para los ensayos de citotoxicidad por Azul Tripan y MTT.

3.2.4. Ensayo de citotoxicidad por MTT

Para el ensayo se sembraron 10.000 células por pozo en una placa de 96 pozos. Estas
se dejaron adherir durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se adicionaron las
concentraciones de CDs, en una distribucién similar a la propuesta en la Figura 3, en donde
se presentan tres réplicas técnicas por cada condicién. Adicionalmente se afadieron 3
controles negativos (no toxicos) sin CDs y 3 positivos (toxicos) con H,0,, de la misma
manera que para el ensayo de Azul Tripan, se permitid incubacién con las respectivas
condiciones por 24 horas.

El protocolo escogido para MTT fue el propuesto por Chen R. en [43] donde se estipula
que pasado el tiempo de incubacion con el agente cuya toxicidad se quiere evaluar se debe
afiadir una solucién de MTT la cual en este caso se preparé mezclando 10mg de MTT en
polvo y 2 mL de PBS obteniendo una concentracion de 5 mg/mL de MTT. De esta solucion
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se afiaden 20 pL por pozo, una vez terminado se lleva a plancha de agitacion por 5 minutos
a 150rpm para mezclar el MTT con el medio. Al cabo de este tiempo se permite incubacion
por 3 horas para que el MTT sea metabolizado. Pasado este tiempo se succiona el medio,
se afiaden 200 pL de DMSO por pozo, y se lleva a plancha de agitacién por 5 minutos a
150rpm. Para finalizar se lee la densidad 6ptica a 560nm en el Cytation, esta longitud de
onda corresponde a la absorbancia del formazan.

3.3. Andlisis estadistico

Para determinar si los datos son paramétricos se realizé la prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov dada la cantidad de datos por concentracién. La comparacion entre
la citotoxicidad de diferentes concentraciones se hizo por medio de la prueba ANOVA para
los datos paramétricos y por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para los datos no
paramétricos debido a que esta es la alternativa a la prueba ANOVA para datos no
paramétricos. Luego se realizé analisis post-hoc para determinar diferencias significativas
por parejas en los diferentes grupos. El analisis estadistico y las representaciones graficas
se llevaron a cabo en el software GraphPad Prism version 9 para MacOS [44]. El nivel de
significancia estadistica utilizado fue p < 0.05 en todos los casos.
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4. RESULTADOS

4.1. Sintesis de puntos de carbono

Para sintetizar los CDs se siguio el procedimiento descrito en 3.1. El precursor utilizado
fue acido citrico, cuya estructura se muestra en la Figura 4. El precursor define las
propiedades 6pticas de los CDs. Se ha reportado que al carbonizar acido citrico se obtiene
acido citracinico el cual es un compuesto fluorescente cuya emision se encuentra en el
espectro azul [45].

Por otro lado, los solventes utilizados fueron etanol y N, N-Dimetilformamida, por ello
en la reaccion se esperan especies atomicas de nitrégeno, carbono, hidrogeno y oxigeno.
Asi como los precursores impactan en las propiedades de los CDs los solventes también lo
hacen, en particular la inclusién de heteroatomos como el nitrégeno ha mostrado mejorar
las propiedades 6pticas de los CDs [45].

Figura 4. Resultado del proceso de sintesis, la solucion obtenida se irradié con lampara UV (A=365nm).

La solucion resultante evidenci® un cambio en su coloracion de transparente a
ligeramente amarilla luego de someterla a microondas (Figura 2), esto indica que los CDs
que se obtuvieron en la sintesis son de menos de 10nm pues, segun la literatura, cuando
se usan reducidas cantidades del precursor, se permite poco tiempo de calentamiento y la
potencia del microondas ocurre lo mencionado se acortd al final[46]. La mezcla al ser
irradiada con una longitud de onda de 365nm (lampara UV) exhibe fluorescencia azul
(Figura 4) lo cual concuerda con lo esperado debido al precursor y solventes utilizados,
indicando también la presencia de especies fluorescentes obtenidas del carbono.

4.2. Ensayo de citotoxicidad por Azul Tripan

En el ensayo de AT la viabilidad celular de la linea Vero (Figura 5) no se vio afectada
ya que los porcentajes de viabilidad para todas las concentraciones se encuentran entre el
90% y el 100%, mientras que en el control positivo la viabilidad fue cercana al 60%. Al
realizar la prueba de normalidad se determiné que todos los grupos tienen una distribucion
normal. El resultado de la prueba ANOVA muestra que existieron diferencias significativas
entre los grupos tratados (p < 0.05). De igual manera en el caso de la linea Vero al
contrastar las diferentes concentraciones por medio de la prueba post-hoc con el H,0, se
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obtuvo que hubo diferencias significativas (p < 0.05) en la Figura 5; la misma prueba indicé
que no existen diferencias significativas entre los tratamientos, esta informacion se sintetizé
en la Tabla 2.

En el caso de la linea celular 3T3-L1 (Figura 6) la viabilidad no disminuyd en todas las
concentraciones de CDs. La concentracion de 250 mg/mL fue la que menos afecto la
viabilidad celular. La prueba ANOVA indicé que existen diferencias significativas entre los
grupos tratados (p < 0.05); y por medio de la prueba post-hoc se encontraron diferencias
significativas al contrastar los tratamientos con el control positivo y con el control negativo
excepto en 0 pg/mL vs 50 pyg/mL y en la comparacion de los controles (p < 0.05). En la
Tabla 3 se presenta el resultado de las pruebas estadisticas aplicadas.

Porcentaje de viabilidad con Azul Tripan
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Figura 5. Viabilidad de la linea celular VERO tratada con diferentes concentraciones de puntos de carbono

medida con el ensayo de Azul Tripan luego de 24 horas de incubacion. Para los ensayos se realizaron triplicados
biolégicos y técnicos y las barras de error representan la desviacion estandar entre las réplicas. * indica que existen
diferencias significativas del control positivo respecto a los demas grupos con p < 0.05.
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Tabla 2. Resultados de la prueba post-hoc para el ensayo Azul Tripan practicado en células Vero donde o
indica que no existen diferencias significativas entre los grupos y * indica que si existen con p<0.05.

0 pg/mL H202 50 pg/mL 125 pyg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL
0 yg/mL - * o) o] o] o)
HZOZ _ * * * *
50 pg/mL - o o
125 pg/mL - o
250 pg/mL - o]
500 pg/mL -

Porcentaje de viabilidad con Azul Tripan
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Figura 6.Viabilidad de la linea celular 3T3-L1 tratada con diferentes concentraciones de puntos de carbono
medida con el ensayo de Azul Tripan luego de 24 horas de incubacioén. Para los ensayos se realizaron
triplicados técnicos y las barras de error representan

Tabla 3. Resultados de la prueba post-hoc para el ensayo Azul Tripan practicado en células 3T3-L1 donde o
indica que no existen diferencias significativas entre los grupos y * indica que si existen con p<0.05.

0 pg/mL H202 50 yg/mL | 125 pg/mL | 250 pyg/mL | 500 pg/mL
0 pg/mL - o o * * *
Hzoz _ * * * *
50 pg/mL - o] 0
125 pg/mL - o
250 pg/mL - o
500 pg/mL -
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4.3.

A continuacion, en la Figura 7 y Figura 8 se presentan los resultados obtenidos con el
ensayo de MTT en las concentraciones de CDs establecidas en las lineas celulares Vero
y 3T3-L1. Se determind por medio de la prueba Kruskal-Wallis que existen diferencias
significativas entre los grupos (p < 0.05), y al realizar la prueba post-hoc se obtuvo que solo
existen diferencias significativas al evaluar los tratamientos con el control positivo (p < 0.05).

Segun el analisis estadistico del ensayo MTT para la linea 3T3-L1 se encontré que
hubo diferencias significativas con el control positivo con la prueba ANOVA mientras que
en el resto se determin6 que no hubo diferencias significativas entre los grupos (p < 0.05)
empleando la prueba post-hoc. En la Tabla 4 y Tabla 5 se presenta el resultado de las

pruebas estadisticas aplicadas.

Ensayo de citotoxicidad por MTT

Porcentaje de viabilidad con MTT
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Figura 7. Viabilidad de la linea celular VERO tratada con diferentes concentraciones de puntos de carbono

medida con el ensayo MTT luego de 24 horas de incubacién. Para los ensayos se realizaron triplicados biolégicos y

técnicos y las barras de error representan la desviacién estandar entre las réplicas. * indica que existen diferencias
significativas del control positivo respecto a los demas grupos con p < 0.05.

Tabla 4. Resultados de la prueba post-hoc para el ensayo MTT practicado en células Vero donde o indica que

no existen diferencias significativas entre los grupos y * indica que si existen con p<0.05.
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0 pg/mL H202 50 pg/mL 125 pyg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL
0 yg/mL - * o) o] o] o)
HZOZ _ * * * *
50 pg/mL - o o
125 pg/mL - o
250 pg/mL - o]
500 pg/mL -




Porcentaje de viabilidad con MTT
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Figura 8. Viabilidad de la linea celular 3T3-L1 tratada con diferentes concentraciones de puntos de carbono
medida con el ensayo MTT luego de 24 horas de incubacion. Para los ensayos se realizaron triplicados biolégicos y
técnicos y las barras de error representan la desviacién estandar entre las réplicas. * indica que existen diferencias
significativas del control positivo respecto a los demas grupos con p < 0.05.

Porcentaje de viabilidad

Tabla 5. Resultados de la prueba post-hoc para el ensayo MTT practicado en células 3T3-L1 donde o indica
que no existen diferencias significativas entre los grupos y * indica que si existen con p<0.05.

0 pg/mL H202 50 yg/mL | 125 pg/mL | 250 pyg/mL | 500 pg/mL
0 pg/mL - o o o o o
HZOZ _ * * * *
50 pg/mL - o o
125 pg/mL - o
250 pg/mL - o
500 pg/mL -
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5. DISCUSION

Uno de los parametros mas importantes para evaluar la aplicabilidad de un
nanomaterial es el nivel de toxicidad que éste induce cuando interactua con las células. La
citotoxicidad del material sintetizado se evalué por medio del ensayo de exclusion de AT y
el ensayo colorimétrico MTT luego de 24 horas de exposicion a diferentes concentraciones.

La viabilidad del control negativo en el ensayo de Azul Tripan de la linea Vero es similar
a la encontrada en las concentraciones de CDs segun la Figura 5, por lo tanto, la presencia
de CDs no tuvo efectos en la viabilidad celular. La viabilidad celular del control positivo es
menor en comparacion con los pozos en presencia de CDs, y los resultados de las pruebas
estadisticas permiten argumentar que en este caso el peroxido de hidrogeno posee mayor
toxicidad que los CDs.

En cuanto al ensayo de AT con la linea 3T3-L1 la prueba ANOVA indica que existen
diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, en este experimento el control
negativo present6 reducida viabilidad, por lo tanto, esto no permite realizar comparaciones
de la toxicidad de los CDs con esta condicién. Adicional a esto no existen diferencias
significativas de este grupo frente al control positivo, lo cual una vez mas comprueba la
afirmacion anterior ya que la toxicidad del peréxido de hidrogeno se conoce a priori y aun
asi las pruebas estadisticas no lo muestran cuando se compara con el control negativo.
Esta menor viabilidad podria explicarse por contaminacién bacteriana como consecuencia
de falta de asepsia en el manejo de cultivo o fallas en la manipulacioén técnica al momento
de siembra de células. Al realizar las pruebas post-hoc existen diferencias significativas
entre los grupos tratados y el control positivo lo cual indica que éste ultimo es mas toxico
frente alos CDs. Se necesitan hacer mas réplicas de este experimento para corregir el error
presentado con el control negativo y asi poder establecer la tendencia de los datos.

En el ensayo de Azul Tripan se debe tener en cuenta que las células dafiadas pueden
tomar dias en perder la integridad de la membrana. Durante este tiempo, aquellas que
sobreviven pueden continuar proliferando, pero algunas células dafadas se pueden
desintegrar, lo cual conlleva la subestimacion de muerte celular [28]. También al despegar
las células para hacer el conteo se puede subestimar la cantidad de células viables, si no
se verifica que todas las células se despeguen de la caja. Las células que despegan mas
rapido podrian morir pronto por prolongada exposicion a la enzima, y las que se mantienen
adheridas no se cuentan.

En lo que respecta al ensayo MTT para la linea Vero al no encontrar diferencias
significativas quiere decir que no hay diferencia en la viabilidad entre las concentraciones
de CDs por ello no es posible concluir cual presenta mas toxicidad. Al comparar este ensayo
con el ensayo de AT en 3T3-L1, se observa un comportamiento similar dosis dependiente
en las concentraciones de 50 a 250 pg/mL, esto a pesar de las limitaciones encaradas en
el ensayo de AT en 3T3-L1, sin embargo, para concluir sobre la veracidad de este
comportamiento es imperativo realizar mas réplicas de los experimentos. En cuanto al
control positivo este si presenta diferencias significativas frente a las otras condiciones, lo
cual concuerda con lo visto en AT para la misma linea y con lo que se esperaba ya que al
ser una prueba de toxicidad el control positivo debe ser aquel en el que la viabilidad va a
disminuir, con lo anterior se infiere que en ambos casos se evidencia el considerable efecto
téxico del perdxido de hidrégeno comparado con los CDs.
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Al realizar el ensayo MTT en la linea celular 3T3-L1 se obtienen desviaciones estandar
muy grandes. Por ejemplo, para la concentracién de 500 ug/mL hubo una réplica técnica
con porcentaje de viabilidad de 350% mientras que en otra réplica técnica se presentd 70%.
Esta variabilidad causa que al practicar las pruebas estadisticas no existan diferencias
significativas con la concentracion de 500 ug/mL. A raiz de los porcentajes obtenidos para
este caso se calculd el coeficiente de variacion el cual da 70% y prueba una vez mas la
dispersién de los datos, y la poca confiabilidad de la media, lo cual dificulta concluir sobre
el conjunto. Lo anterior se debe a fallas técnicas en el experimento, como al momento de
sembrar las células se necesitaban volumenes muy pequefios que al ponerlos mal genera
cambios dramaticos en el resultado del ensayo, pues se van a presentar absorbancias
elevadas para los pozos con mayor cantidad de células ya que habra mas células
metabolizando para la formacién de formazan en comparacion con los pozos que tienen
menos células, impidiendo la comparacion entre condiciones y pozos.

Las pruebas estadisticas con el control positivo del ensayo MTT en la linea 3T3-L1
indicaron que éste es mas toxico que las concentraciones de CDs utilizadas debido a las
absorbancias obtenidas del ensayo.

Los resultados del ensayo de MTT deben repetirse ya que se cometieron multiples
errores técnicos que pudieron ser variaciones en la densidad de células sembradas por
pozo obteniendo absorbancias que difieren mucho entre concentraciones y réplicas
técnicas y bioldgicas lo cual lleva a la errada normalizacién de los datos, también pudo
haber contaminacién del cultivo llegando a lecturas y conclusiones erroneas debido a la
aumentada desviacion estandar del ensayo. Como consecuencia de estos errores los
coeficientes de variacién en ambas lineas son los mas altos entre los 4 experimentos
realizados.

Al comparar la viabilidad de las dos lineas celulares se observa que la linea 3T3-L1
obtuvo mayor porcentaje de viabilidad que la linea Vero. Esto puede ser porque la linea
Vero es mas susceptible a toxinas que la 3T3-L1, es por esto que suele usarse para evaluar
efectos toxicos de quimicos o materiales. Por ejemplo, se ha visto que a diferentes
concentraciones de ciertos quimicos nefrotdxicos las células Vero activan la autofagia como
meétodo para eliminar la toxina, también se ha evidenciado vacuolizacion del citoplasma y
Aparato de Golgi, lo cual es sefal de posible muerte celular tras exposicion a toxinas [47].
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6. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

El alcance de este proyecto se vio limitado por la contingencia que se esta viviendo en el
mundo, es por esto que la investigacion realizada se puede complementar en los siguientes
aspectos: i) caracterizar los CDs; esto incluiria determinar su tamafio, morfologia,
determinar grupo funcionales en la superficie y el nucleo y evaluar el potencial zeta ii) repetir
la evaluacién de citotoxicidad con un tiempo de exposicion a 24 horas y si es posible evaluar
tiempos de exposicion mas largos como 48 y 72 horas ya que puede que en el plazo de 24
horas no se refleje toxicidad considerable, pero en un plazo mas largo habria que
comprobarlo; iii) cuantificar la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), pues la
literatura ha mencionado que la generacion de luz azul y la presencia de grupos funcionales
oxidativos puede aumentar la produccién de ROS; iv) realizar ensayos de genotoxicidad
con el animo de cuantificar el dafio en el ADN de células individuales.

Se recomienda continuar con la exploracion sobre la citotoxicidad de los CDs utilizando
diferentes concentraciones, ensayos de citotoxicidad, lineas celulares y realizando mas
réplicas biolégicas de los mismos ensayos. Si bien la citotoxicidad in vitro se implementa
para tener una primera aproximacion de la toxicidad de las nanoparticulas, no reemplaza la
complejidad de los sistemas biologicos en los modelos in vivo. Existen aspectos como la
biodistribucion, biodegradabilidad, exposicién a largo plazo que no se pueden determinar
en experimentos in vitro, por ello en investigaciones a largo plazo se recomienda la
realizaciéon de estudios in vivo.

Con este proyecto se llevé a cabo la primera etapa del desarrollo de una nanoplataforma
con uso en bioimagen y radioterapia, teniendo presente la reducida citotoxicidad del
material presentada en Azul Tripan se puede continuar con el disefio y estudio de la
nanoplataforma complejizando la sintesis de los CDs ya sea funcionalizandolos o
dopandolos con agentes que permitan obtener una plataforma para los usos que se le
quieren dar.
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizaron CDs por reaccion de microondas utilizando como precursor acido citrico y
como solvente etanol y N, N-dimetilformamida la cual permite presencia de heteroatomos
de nitrégeno obteniendo emisidén en el espectro azul al excitar la solucién con luz UV.

Al realizar los analisis estadisticos de los dos ensayos de citotoxicidad aplicados se
evidencia que no hay un efecto toxico de los CDs sintetizados en las 4 concentraciones
evaluadas. De todas formas, las evaluaciones de citotoxicidad de esta sintesis se deben
continuar para asegurar su bioseguridad in vitro en primera instancia.

Al comparar los hallazgos obtenidos de los dos ensayos de citotoxicidad aplicados no se
evidencia un efecto toxico de los CDs sobre la viabilidad celular, esto es posible concluirlo
ya que siempre existieron diferencias significativas entre el control positivo y las
concentraciones de CDs planteadas.

Lo desarrollado en este proyecto solo es un apice de las investigaciones que se pueden y
deben desarrollar para lograr plantear una nanoplataforma teragnéstica, por lo que los
estudios se deben continuar para comprobar lo encontrado y plantear nuevas perspectivas
para esta sintesis.
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