Sintesis de una nanoplataforma basada en puntos de carbono
funcionalizados con curcumina

Laura Camila Vargas Buitrago

Trabajo Dirigido

Tutoras
Diana Consuelo Rodriguez Burbano, PhD
Sandra Rocio Ramirez Clavijo, PhD

ESCUELA
COLOMBIANA
DE INGENIERIA
JULIO GARAVITO

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
ESCUELA COLOMBIANA DE INGENIERIA JULIO GARAVITO
PROGRAMA DE INGENIERIA BIOMEDICA
BOGOTA D.C
2021



Agradecimientos

Agradezco a todo el equipo que tuve en el desarrollo de esta investigacién. A mis
tutoras, Diana Rodriguez y Sandra Ramirez, gracias por todo el tiempo y apoyo dedi-
cado.



Resumen

La curcumina es ampliamente usada por sus propiedades medicinales, ttiles para el
tratamiento de varias enfermedades debido a sus efectos antioxidantes, antiproliferativos
y apoptdéticos. Se han encontrado aplicaciones de la curcumina como anti-inflamatorio,
antioxidante, antimutagénico, anticoagulante y anti-infeccioso; aunque su principal des-
ventaja radica en su baja dispersabilidad en agua, razén por la cual requiere de una
nanoplataforma para su transporte. En el presente proyecto se busca desarrollar una
nanoplataforma formada por puntos de carbono (CDs por sus siglas en inglés), fun-
cionalizados con curcumina, y evaluar su citotoxicidad en lineas celulares de cancer de
seno MCF-7 y fibroblastos sanos 3T3. Como resultado, se obtiene la correcta sintesis
y caracterizacion de los puntos de carbono funcionalizados con curcumina, los cuales
demostaron inhibir el metabolismo celular en la linea celular de cainder de seno MCF-7.
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Capitulo 1
INTRODUCCION

1.1 Motivacion

1.1.1 Cancer de seno

El cédncer de seno es el tipo de cdncer mas comin en mujeres; afecta al 25.4% a
nivel mundial y con un porcentaje de 13,2 % de mortalidad; siendo el cdncer con mas
muertes de mujeres en el mundo, segiin la OMS [1]. Se estima, que la tasa de incidencia
es de 67,1 casos por cada 100.000 habitantes a nivel mundial, y la tasa de mortalidad en
mujeres mayores de 15 anos, corresponde a 18,9 muertes por cada 100.000 habitantes
a nivel mundial [2]. En el caso de Colombia, al ano se diagnostican 7.626 personas con
cancer de senol[3].

El cancer, es una enfermedad que se desarrolla cuando las células comienzan a crecer
sin control, por lo cual, cada vez se hacen méas anormales, pasan por alto la apoptosis
y se dividen sin ningin tipo de interrupcién. De tal manera que se forman lo que se
llaman tumores o neoplasias, los cuales, al ser cancerosos se denominan malignos; es
decir, aquellos que se pueden extender a tejidos cercanos [4] [5].

En la actualidad existen diversos tratamientos contra el cancer de seno, entre ellos,
tratamientos locales, como la cirugia, en donde se extrae el tumor sin afectar el resto
del cuerpo; antes o después a esta se puede necesitar de otros tratamientos segtin lo
avanzado que esté el tumor. También, existen métodos sistémicos, en donde se usan
medicamentos para tratamientos como la quimioterapia, la terapia hormonal o la in-
munoterapia. Al ser terapias en donde se alcanzan las células de cualquier parte del
cuerpo, pueden tener contraindicaciones en otros érganos [5][6]. En el caso de algunos
métodos quimioterapéuticos, se tiene un efecto directamente sobre el ADN, evitando la
reproduccién de células cancerosas, otros interfieren en el crecimineto del ADN y ARN
y otros son inhibidores de la mitosis|7]; estos tratamientos tienen miltiples desventajas
debido a que no se afectan tinicamente las células cancerosas sino todas las células del
cuerpo sanas sufren las variaciones genéticas, principalmente en las células de la médula
6sea, foliculos pilosos, boca, tracto digestivo y 6rganos del sistema reproductor [8]. Los
tratamientos como la terapia hormonal, se usan generalmente para reducir el tamano



del tumor previo a realizar algtin procedimiento de cirugia o radioterapia, o eleiminar las
células que se han extendido a otra parte del cuerpo [9]. Igual que los demés tratamine-
to sistémicos, también cuenta con desvetajas como natseas, fatiga, sofocos, cambios de
animo y demés. En el tratamiento de inmunoterapia, se dedica por un lado a fortalecer
el sistema inmunitario y combatir el cancer, por otro lado encontrar células cancerosas
y asi destruirlas; sus desventajas son sintomas como fiebre, debilidad, mareos, nauseas,
vémitos y escalofrios[10].

1.1.2 Curcumina

Existen alternativas para el tratamiento contra el cancer de seno naturales, en los
cuales se han reportado mejorias en el tumor canceroso, un ejemplo de estas, es una
especia llamada curcumina. Esta es una alternativa natural, ya que proviene de la plata
curcuma longa, la cual, ha sido empleada desde la antigiiedad por sus propiedades
medicinales, reconocida por su accién antioxidante, antinflamatoria y antitumoral [4].

Se han estudiado las propiedades de la curcumina aislada como farmaco, en donde
se reportd actividad anti-mutagénica frente a los mutagenos que requieren actividad
metabdlica; también se ha encontrado actividad antitumoral en donde se inhibe el
crecimiento de células tumorales ya que bloquea el crecimiento de las células cancerosas
[4].

Entre las ventajas de la curcumina se encuentra que no se han reportado dafios en
los cromosomas, embriones ni tiene acciones mutagénicas. No obstante este colorante
natural tiene unas desventajas al estar contraindicada para pacientes con obstruccion
del tracto biliar debido a que este compuesto estimula la vesicula y puede ser riesgoso.
Sin embargo, la FDA la ha reportado como segura debido a que no se ha informado
ningun efecto adverso importante en estudios clinicos [11].

La mas grande desventaja de la curcumina, es su poca capacidad de dispersion e
insolubilidad en el agua, lo cual conlleva distintos problemas en aplicaciones de diso-
luciéon en medio acuoso. Por lo cual, actualmente para su facil manipulaciéon se usa un
medio basado en etanol. [12]

1.1.3 Nanoplataforma basada en puntos de carbono

La curcumina, al tener la desventaja de insolubilidad en el agua y ya que el cuerpo
humano se compone de un 65% - 70 % agua, requiere que sea acoplada a un medio
de transporte dispersable en el agua, y ademés, cuente con propiedades de biocompa-
tibilidad y estabilidad quimica. Por esto, una alternativa es usar una nanoplataforma
basada en los puntos de carbono (CDs por sus siglas en inglés), los cuales, son un tipo
de nanomaterial basado principalmente en carbono, de tamafno aproximado de 10 nm
[13]. Son comtinmente usados para diversas aplicaciones debido a sus propiedades de
estabilidad, baja toxicidad y biocompatibilidad [14]. Ademads, cuentan con propiedades
6pticas, como la fluorescencia, en donde se pueden obtener varios espectros de emision



segun las diferentes sintesis y precursores para los puntos de carbono. El interés de este
proyecto se centra en la sintesis de los CDs y su funcionalizacién con curcumina. Para
los CDs, se busca que exhiban propiedades fluorescentes en el rango visible naranja-
rojo del espectro electromagnético, en busca de las propiedades 6pticas que tengan un
minimo de superposiciéon con fluoréforos endodgenos.

1.2 Proyecto relacionado

En el presente proyecto, se busca desarrollar una nanoplataforma basada en puntos
de carbono, funcionalizados superficialmente con curcumina, el cual hace parte del
proyecto “Desarrollo de los componentes de un sistema de liberacion controlada de
medicamentos basado en un hidrogel electrorresponsivo integrado por puntos de carbono
funcionalizados con curcumina” financiado con fondos UR-Capital Semilla. En este, se
busca crear un sistema de liberacién controlada de farmacos; en donde el aporte del
presente proyecto es la sintesis de puntos de carbono de emision roja y su revestimiento
con curcumina, puntualizando las ventajas y beneficios del uso de la curcumina como
farmaco; ademas, evaluar su citotoxicidad sobre una linea celular de fibroblastos sanos
3T3 y una linea tumoral del cancer de seno MCF-7.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar una nanoplataforma basada en CDs funcionalizados con curcurmina.

1.3.2 Objetivos especificos

= Sintetizar y caracterizar puntos de carbono con emisién en el rango visible naranja-
rojo del espectro electromagnético.

» Desarrollar el protocolo de funcionalizacién de la superficie de los CDs con cur-
cumina.

» Evaluar la citotoxicidad de los CDs antes y después de ser funcionalizados con
curcumina, sobre una linea celular de fibroblastos sanos 3T3 y una linea tumoral
de cancer de seno MCF-7.

1.4 Contribuciones

El presente proyecto desarrolla una nanoplataforma basada en puntos de carbono,
funcionalizados con curcumina, en donde se realiza la sintesis de CDs y su recubrimien-
to con curcumina, para posteriormente, encapsular la nanoplatafroma en un hidrogel
electrorresponsivo en un tratamiento contra el cancer de seno. En un futuro, también



podra tener multiples aplicaciones en las diferentes alternativas de tratamientos contra
el cancer de seno y demas enfermedades como la diabetes, Alzheimer, epilepsia o asma.
Esto, gracias al potencial de la curcumina como farmaco de origen natural, con accién
anti-inflamatoria, antioxidante, anti-mutagénica, y anti-coagulante.



Capitulo 2

MARCO TEORICO

2.1 Cancer de seno

El cdncer de seno, es el tipo de cdncer mds comin en mujeres, afecta al 25,4 % a
nivel mundial, con un porcentaje de 13,2% de mortalidad; siendo el cdncer con maés
muertes de mujeres en el mundo, segtin la OMS [1]. Se estima, que la tasa de incidencia
es de 67,1 casos por cada 100.000 habitantes a nivel mundial, y la tasa de mortalidad en
mujeres mayores de 15 anos, corresponde a 18,9 muertes por cada 100.000 habitantes
a nivel mundial [2]. Cada ano, aproximadamente 1,5 millones de mujeres en el mundo
son diagnosticadas con cancer de seno, un 25 % de todas las mujeres con cancer. Esta
enfermedad, puede llegar a hacer metastasis en otros tejidos, es capaz de invadir huesos,
pulmones, y hasta cerebro, siendo destructivo a su paso. Para su diagnostico temprano,
se realizan examenes anuales a mujeres mayores de 40 afios, ya que corresponde a la
poblacién de riesgo en este tipo de patologia; aun cuando puede afectar todo tipo de
personas sin importar factores de género y edad. Adicionalmente, la incidencia de cancer
ha venido en aumento ano tras ano. Aunque el diagnostico temprano disminuye las posi-
bles muertes por esta enfermedad, siguen existiendo multiples casos de fallecimientos al
ano. Se estiman 11 millones de casos de cancer de seno para el ano 2030 en el mundo [15].

El cancer, es una enfermedad que se desarrolla cuando las células comienzan a crecer
sin control, pasan por alto la apoptosis y se dividen sin ningin tipo de interrupcion,
formando tumores o neoplasias, los cuales, al ser cancerosos se denominan maligno [2]
[5]. Para que una célula normal, se convierta en una célula tumoral, en esta deben
ocurrir mutaciones genéticas [16].

El ambiente en el que se encuentre el tumor es vital para que se desarrolle o no car-
cinogénesis; ya que se han reportado estudios donde demuestran que las modificaciones
epigenéticas en el ambiente tumoral pueden promover el inicio del cancer. Ademads,
se han reportado células madre malignas "CSCs cancer stem cells” que se asocian a
la iniciacién del tumor y la recurrencia que puede tener, ademas de poseer particula-
res habilidades de resistencia frente a diferentes tratamientos como la quimioterapia y
radioterapia [15].



Existen dos teorias de cémo comienza y progresa el cancer de seno; la primera,
llamada la teoria de las células madre del cancer ”cancer stem cell theory” y la teoria
estocastica. La primera, menciona que todos los subtipos de tumores se derivan de
las mismas células madre o progenitoras, adquiriendo sus mismas caracteristicas de
mutaciones genéticas y epigenéticas; por el contrario, la teoria estocastica, menciona que
todos los subtipos de tumores se derivan de el mismo tipo de célula, ya sea progenitora
o diferenciada [15].

La clasificacion de tumores malignos toma en cuenta factores relacionados con la
malignidad del tumor, su tamafio, forma, estado ganglionar y metastasis a distancia.
Ademas de estos factores, su clasificacion depende de si el tumor tiene receptores de
estrogeno (ER), receptores de progesterona (PR) y la expresiéon 2 del factor de creci-
miento humano (HER2). Aunque la mayoria de los tumores son clasificados de manera
histologica, la cual toma en cuenta inicamente caracteristicas clinicopatolégicas, se ha
demostrado que canceres del mismo tipo histologico, pueden tener comportamientos
biolégicos diferentes. Los 4 subtipos correspondientes a la clasificacion biologica del tu-
mor de gldndula mamaria son Luminal A, Luminal B, HER2-OE y Basal [17].

2.2 Curcumina

La curcumina, de formula Co; HoOg, es una especia procedente de la curcuma longa,
perteneciente al grupo de curcuminoides (fenoles de tipo natural). Es un compuesto
tautomérico, es decir que dependiendo de si se encuentra en disoluciéon de componentes
polares adquiere una forma ceto o endlica respectivamente como se puede observar en
la Figura 2.1. No es soluble en agua, pero si facilmente soluble en disolventes polares
como el etanol, metanol, cloroformo o acetonitrilo. [18]

Varios estudios han reportado a la curcumina como inhibidora de proliferacion de
diferentes células tumorales, informando que se induce la detenciéon de G2/M, mediante
la activacion el control mitotico en las células MCF-7, en donde las células se detuvieron
en la fase G1 del ciclo celular; también induce la apoptosis de estas células, inhibiendo
e induciendo diferentes expresiones génicas, como la inhibicién de Wnt/f — catenina.

Dependiendo del tipo de cancer que se desarrolle, en el proceso de division celu-
lar, surge la activacion anormal de la via de senalizacion Wnt /5 — catenina. Durante
este proceso, se ha reportado la asociacion de la curcumina con la regulacién de meca-
nismos epigenéticos, modulando vias de senalizacion como Wnt/3 — catenina (via de
senalizacion frecuentemente alteradas en cancer y con alteraciones epigenéticas en sus
componentes de regulacién)[19]. Esto, debido a que en este proceso, se da la metilacién
del ADN, parte esencial para el desarrollo normal de la divisién, en donde las enzimas
ADN metiltransferasas (DNMTs) en especial la SNMT1, son las encargadas de metilar
ADN durante el proceso de divisién celular [4]. Las proteinas de DNMTs pueden ser re-
guladas por la curcumina, y tiene un efecto de inhibicion sobre las enzimas que catalizan
la metilaciéon del ADN; esto implica, que puede actuar incrementando la sensibilidad



de células tumorales, potencializado su efecto anti-proliferativo [19].

Ademas de la inhibicién de la via Wnt/f — catenina; también se han encontrado
efectos de la curcumina al inhibir la expresion de la via ciclina D1 en las células MCF-7
y MDA-MB-231 [20]

o 0 0O OH
NS = O l N 2 l
HO OH HO OH
OCH, OCH, OCHs HsCO
(a) Estructura ceto de la curcumina (b) Estructura enol de la curcumina

Figura 2.1: Estructuras quimicas de la curcumina [18]

2.3 Puntos de Carbono

Los CDs son un tipo de nanoparticula, compuesto en su mayoria por carbono de
estructura spy/sps y varios grupos funcionales como OH, COOH y N H, [21].

Gracias a sus abundantes grupos funcionales, los puntos de carbono son facilmente
modificables, lo cual lo convierte en una ventaja a la hora de optimizar sus propiedades
mediante la adicién de moléculas organicas o poliméricas capaces de adherirse a la
cubierta del nanomaterial [22].

Los puntos de carbono, han sido usados para multiples aplicaciones en diferentes
campos como bioimagenes, sensado, fotocatalisis, liberaciéon de farmacos, entre otras.
Esto debido a sus propiedades de biocompatibilidad, bajo costo, y propiedades 6pticas
de absorcién y fluorescencia, las cuales se pueden manipular a través de parametros
como el tipo de sintesis, condiciones de reaccién y precursores utilizados para ella [21].
Ademas, gracias a estas propiedades opticas, los CDs, tiene una mejor estabilidad a la
luz, es decir, mayor resistencia al fotoblanqueo y fotoenlazamiento y alta fluorescencia.
[22]

Los puntos de carbono, al sintetizarse por diferentes métodos y precursores, presen-
tan diferentes comportamientos en el espectro de absorcién; sin embargo, generalmente
se observan bandas de absorbancia en la region de 200nm - 400nm y posiblemente con
una extension en el rango visible, en la cual se dependera de los enlaces que se hayan
generado en la sintesis de los puntos[23] [24]. Las bandas surgen de las transiciones entre
los enlaces orbitales moleculares de los grupos funcionales presentes en los CDs; en la
Figura 2.2 se expone la existencia de cinco bandas, en las cuales, segiin la longitud de
onda se conoce el tipo de enlaces que conforman el nanomaterial y en déonde se encuen-
tran estos enlaces. Estos, pueden hallarse en el nticleo de los CDs o en el revestimiento
de estos; en donde una longitud de onda por debajo de 400 nm nos da a conocer los

grupos funcionales que lo rodean, y por encima de esta cifra aquellos encontrados en su
nicleo[21][25].



La primera banda del espectro, corresponde a la transicion m — 7* con una longitud
de onda menor a 300nm, atribuidos a los enlaces C=C; la segunda banda, se atribuye
al paso de n — 7* (300nm-400nm) correspondiente a los enlaces C=0 y C=N, ambas
bandas [23]. Por lo contrario, los valores superiores a 400 nm se refieren a la adicién
de nitrégeno en el enlace spy del carbono; ya que, se coloca un exceso de electrones en
los orbitales 7* desocupados y reduce la brecha HOMO-LUMO, la cual se atribuye a la
méaxima diferencia de energia que puede existir entre dos orbitales ("Highest Occupied
Molecular Orbital" y "Lowest Unoccupied Molecular Orbital") [21].

Los puntos de carbono con emisién roja tienen electrones 7 en sp2 en el revestimien-
to del nanomaterial; lo que conlleva a una absorciéon en las longitudes de onda entre
500-800nm, por lo tanto, en el espectro de absorcion se puede observar el tipo y conte-
nido de los grupos funcionales [21]. De tal manera; que los CDs, que contienen grupos
funcionales como -OH, COOH y N H, y su superficie, reduce los niveles de energia,
haciendo la brecha HOMO LUMO mas pequena y desplazando los valores de absorcion
a una longitud de onda superior a 650 nm [26].

Bandal Bandall Bandalll BandalV Banda V

C=0 C=0 C=N

T-7n* n-7n*
w |
G I/ “ Nicleo Revestimiento
c
38
— i
S C-N
)
o
<

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de Onda (nm)

Figura 2.2: Bandas del espectro de absorcién y la transicion de electrones en los puntos
de carbono [21]



La fluorescencia en los CDs se puede comprobar observando el espectro de emision; el
cual da a conocer la luz que emite el material, mientras que en el espectro de absorcion,
se observa la luz que absorve el material al ser expuesto a diferentes longitudes de onda,
los resultados de este, se atribuyen a los enlaces que existan en el material, ya sea en el
nicleo o la superficie de estos [24].

La sintesis de los puntos de carbono se da en alguna de las dos rutas principales, la
primera conocida como "de arriba hacia abajo” o "top-down’, y la segunda, "de abajo
hacia arriba" o "botton-up'. En la primera ruta, se espera que los precursores usados se
rompan para obtener las particulas de tamano nanométrico; mientras que la segunda,
se da por pir6lisis directa de moléculas nanométricas [27].

Existen diversos métodos para sintetizar CDs, cada uno de ellos con respuesta a
diferentes aplicaciones, como la ablacién laser, oxidacion electroquimica, quimiolumi-
niscencia, electroquimioluminiscencia, microondas, y método solvotermal[28].

La sintesis solvotermal es un método no téxico y de bajo costo, con el cual se pueden
usar diferentes precursores [28]. Se basa en calentar los precursores y el solvente a tem-
peraturas por encima del punto de ebullicién del solvente, evaporandolo y aumentando
la presién en un recipiente herméticamente sellado en un autoclave en donde se facilita
la interaccién de los precursores debido a que se forma un estado de fluido critico en
el cual se forman reacciones quimicas en condiciones no habituales y posteriormente,
cuando la solucién se enfria, se encuentran las estructuras en la fase que se desean [29]
[30].

2.4 Funcionalizacion de CDs

La funcionalizacién, es un proceso quimico, el cual inserta grupos funcionales para
la incorporaciéon o unién con otras moléculas. Para la funcionalizacién superficial de los
puntos de carbono con curcumina, se debe desarrollar un procedimiento en donde parte
de la superficie de los CDs queden revestidos por moléculas de curcumina, tomando en
cuenta que la absorcién de la curcumina sobre la superficie de los CDs ocurre por la
interacciéon de N-O entre los grupos amino terminales en la superficie de los CDs y los
grupos cetonicos alifaticos de la curcumina como se observa en la Figura 3.4.



Curcumina

HO OH
OCH OCH

3 3

Figura 2.3: Absorcion de la curcumina sobre la superficie de los CDs
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Capitulo 3

METODOLOGIA

3.1 Sintesis de puntos de carbono

=) o1 s

—_— ||, m—

Acido citrico Autoclave Haria
Urea sellado T(C*)= 160°C Purificacién por
Formamida columna de

t(h)= 12 horas "
cromatografia

Figura 3.1: Metodologia de sintesis de puntos de carbono

Para la sintesis de puntos de carbono, se utilizan como precursores, el acido citrico
CeHO7 y la tirea C'Hy4N5o y utilizando como solvente la formamida C'H3Ng. Se utiliza
el método de sintesis bottom up solvotermal. En este método, se coloca la mezcla de
precursores de 1g de urea y 1g de acido citrico en 15 mL de formamida como solvente.
Este pasa a un autoclave de tefléon que posteriormente se deja en el horno por 12 horas,
a una temperatura de 160°C, como se observa en la Figura 3.1 [31]. Posterior a las 12
horas de sintesis, se obtuvo una solucién color rojo oscuro tal como se observa en la
figura 3.2 a).
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(a) Resultado de la sintesis solvotermal

(b) Resultado de la sintesis solvotermal bajo espectroscopia
UV-VIS

Figura 3.2: Resultado de la sintesis de puntos de carbono

El producto de la muestra mostrada en la Figura 3.2, corresponde a la mezcla de
puntos de carbono, fluoréforos y demaéas particulas libres; por lo que se procede a un
proceso de purificacion. Primero, se centrifuga a 4000 rpm durante 20 minutos; se retira
el sobrenadante eliminando el precipitado que se haya formado y se procede a centrifugar
dos veces mas a 10.000rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se filtra por un filtro
de 0,22um [31]. Finalmente, con el objetivo de separar los puntos de carbono de otro
tipo de particulas como fluoréforos y unir moléculas restantes; se realiza un proceso de
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cromatografia por columna, el cual es una técnica de purificaciéon de compuestos que
aprovecha las diferencias de polaridad entre moléculas de tal manera que estas pasen
por separado. Esta fase, se compone de una fase estacionaria y una fase movil; la fase
estacionaria es el gel de silice Si0s, el cual se coloca dentro de la columna para que
posteriormente pase a través de él la fase mévil y la mezcla. Como fase maévil se utiliza
un solvente polar en proporciéon 1:1 de agua milli Q y acetonitrilo.

Figura 3.3: Ejemplo de cromatografia por columna con solucién de puntos de carbono

En la Figura 3.3, se puede observar un ejemplo de cromatografia por columna; en
donde se usa el solvente 1:1 como fase movil y a través de él pasa la reaccion de sintesis.
Una vez obtenida la solucién de puntos de carbono, se filtra nuevamente con un filtro
de 0,22um, se procede a secar en un horno a una temperatura de 80°C durante 5 horas
aproximadamente; con el fin de remover todo el solvente y posteriormente, dispersar
los puntos secos en el solvente y concentracion requerida (Tabla 3.1)

Para determinar la temperatura 6ptima de reaccién, se realiza la sintesis con dos
temperaturas correspondientes a 140°C y 160°C. Ya que los enlaces que conforman los
CDs dependen de la sintesis usada. Se procese a evaluar los resultados a ambas tem-
pertauras con el fin de hallar qué enlaces hay en los CDs sintetizados y conocer cuél es
mas afin con la aplicacion en este caso.
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Tabla 3.1: Concentraciones de curcumina utilizadas para la funcionalizaciéon de CDs

Masa de puntos de carbono (mg) Concentraciones de curcumina pg/mL

10 45

10 2,25
10 1,125
10 0,675
10 0,287

Los puntos de carbono sintetizados para la funcionalizacion con curcumina deben
tener grupos amino terminales en su superficie, de tal manera que se debe evaluar
si existen enlaces Carbono Nitrégeno, los cuales posteriormente conformaran enlaces
con el grupo carboxilico de la curcumina. Por esta razén; la temperatura escogida fue
aquella que presentd enlaces con nitrégeno y a su vez, conté con la mayor intensidad
luminica en el espectro de emision respecto a las demas temperaturas.

3.1.1 Funcionalizacién de puntos de carbono con curcumina

La funcionalizacién de puntos de carbono con curcumina, se realiza uniendo la na-
noplataforma con diferentes concentraciones de curcumina dispersada en etanol, con el
fin de obtener la mejor concentracion, en la cual, existan mas CDs funcionalizados. Pri-
mero se dispersan cinco muestras con concentraciones de curcumina diferentes (Tabla
3.1) y 10mg de CDs en cada una de ellas. Posteriormente, las soluciones permanecen
en agitacion magnética durante 48 horas, como se observa en la Figura 3.4. Finalmente
se realiza la evaluacién de absorcién con espectroscpia UV-VIS sobre la superficie de
los CDs en funcién de la concentracién de curcumina.
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Figura 3.4: Soluciones de etanol con distintas concentraciones de curcumina y 10mg de
CDs en cada una de ellas

Después de obtener las soluciones de puntos y curcumina en etanol, se purifican
de manera similar al mencionado anteriormente, mediante cromatografia por columna,
tomando la fase estacionaria de gel de silice y pasando a través de la columna como
fase movil el solvente de agua ultrapura (Milli Q). Finalmente, después del proceso
de cromatografia por columna, se filtran las particulas mas pequefias de la solucion a
través de un filtro de 22um.

Con el fin de comparar los resultados obtenidos de los CDs funcionalizados con
curcumina, se toma la espectroscopia de absorcion y emision de la curcumina dispersada
en etanol; observando su comportamineto para su posterior analis.

3.2 Meétodos de Caracterizacion de puntos de carbono y
curcumina

3.2.1 Espectroscopia UV-VIS

La espectroscopia UV-VIS, es técnica basada en la medicién de la radiacién ultra-
violeta y visible en una molécula [32]. Esta espectroscopia se trabaja en el rango de
200nm a 800 nm, con el fin de brindar la mayor informacién posible de los estados
energéticos y moleculares de las muestras. El instrumento de medicién es llamado un
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espectrofotémetro FLAMES-S-XR1-ES con el software Ocean View, el cual se compone
de una fuente de luz ultravioleta [33].

3.2.2 FTIR

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica usada para el andlisis de las estruc-
turas atomicas basandose en la interacciéon entre la radiacion infrarroja con la materia,
al medir las frecuencias de radiacion a la que las sustancias absorben y conducen a la
produccion de vibraciones en las moléculas. De tal manera que de informacion acerca
de las estructuras quimicas de la muestra; esta medira la interaccién de la radiacion
infrarroja con los CDs, con el fin de determinar los grupos funcionales que se encuentran
en la superficie [34].

La espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) por su parte,
toma la espectroscopia infrarroja IR y se une con el principio matematico de la trans-
formada de Fourier, con el fin de transformar la salida del espectro IR y permitir la
identificacién de materiales y su concentracion [35]. Estas senales se tomaron a las tres
soluciones finales: los CDs, la curcumina y los CDs funcionalizados con curcumina.

3.2.3 Potencial Zeta

El potencial zeta, es la diferencia de potencial eléctrico que existe entre las capas de
una particula. Este voltaje, sirve para conocer informacién acerca de la estabilidad, y
dispersion de las particulas [36]. Para la caracterizacion de los CDs, se usa el potencial
zeta midiendo el potencial eléctrico entre las capas de diferente fase eléctrica; con el
objetivo de medir la estabilidad de las dispersiones coloidales [37].

3.2.4 Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad celular, se evaltia con el fin de observar si una sustancia tiene efecto
sobre un modelo biolégico, por ejemplo, lineas celulares frente a un componente. Para
realizar los ensayos de citotoxicidad, se utilizaron dos lineas celulares con el fin de com-
parar el efecto de la nanoplataforma sobre una linea celular de fibroblastos y otra sobre
células cancerosas. Por lo cual se utilizaron las lineas 3T3 y MCF-7 respectivamente
(Figura 3.6). Esta se realiza por el método de resazurin, el cual es un colorante indicador
de viabilidad celular, un método rapido, no téxico y eficiente, util para el seguimiento de
la proliferaciéon, tanto en lineas celulares de fibroblastos como tumorales. Se usa debido
a que no es un método destructivo en los cultivos celulares, lo cual beneficia a la no
pérdida de células en los ensayos, ademas, de poderse adaptar facilmente a ensayos in
vitro gracias a su homogeneidad [38]. El resazurin, al ser colocado en el medio de cultivo
con las células, pasa de ser un azul no fluorescente, a un rosa fluorescente ya a que pasa
a ser resorufina; esto debido al consumo de oxigeno en el metabolismo celular. Donde
la citotoxicidad se indica, por la disminucién de los valores de fluorescencia resultante
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Tabla 3.2: Distribucion de los tratamientos en las placas de cultivo para las pruebas de
citotoxicidad

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CS Cl DF3 DF5 C2 C4 CDsl CDs3 CDsb CS
CS DF1 DF3 DF5 (C2 C4 CDsl CDs3 CDsb CS
CS DF1 DF3 DF5 (C2 C4 CDsl CDs3 CDsb CS

CS+ ETOH DF2 DF4 C1 C3 (C5 CDs2 CDhs4

CS+ETOH DF2 DF4 (C1 (C3 C5 CDs2 CD4

CS+ ETOH DF2 DF4 C1 C3 C5 CDs2 CDs4
Rsz ctrl

TOQEH-goOQw >

Tabla 3.3: Concentracion y volumen usado para la curcumina

Curcumina Concentracién (ug/mL) Volumen (uL)

C1 500 48
C2 250 24
C3 125 12
C4 50 48
C5 25 2,4

con respecto a las células sin tratamiento. [39]

En el ensayo de viabilidad celular, se utilizan 4 frascos de 96 pozos, dos de ellos para
la evaluacion de la linea celular 3T3 y los dos siguientes para la linea celular MCF-7;
en estos, se colocan 15.000 células por cada pozo en medio de cultivo y posteriormente
las solucion de CDs, curcumina y CDs funcionalizados; para finalmente retirar el medio
y colocar resazurin 4,4uM. Este tratamiento se incuba para posteriormente anadir el
resazurin después de 6 o 12 horas. Dos de ellos para 6 horas y dos para 12 horas, cada
par con un linea celular diferente.

Como se indica en la Tabla 3.2, se colocaron las tres soluciones mencionadas a 5
concentraciones diferentes, y un triplicado para cada concentracién. En donde CS hace
referencia a células solas, CS+ETOH células mas etanol, Rsz ctrl al control de resazurin,
DF a los puntos funcionalizados, C a la curcumina y CDs a los puntos de carbono. Cada
uno de ellos con una numeracién segiin su concentracion, siendo 1 la mas concentrada,
las concentraciones se pueden observar en las tablas 3.3, 3.4 y 3.5.

En las tablas 3.2, 3.3 y 3.4 se pueden observar las distintas concentraciones y volu-
menes usados, tanto para la evaluaciéon de puntos de carbono, curcumina, y puntos de
carbono funcionalizados con curcumina.

El montaje se realiza con ambos tipos de lineas celulares (3T3 y MCF-7) y se procede
a hacer los ensayos incubando las células con los CDs, y posteriormente colocando el
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Tabla 3.4: Concentracion y volumen usado para CDs

CDs  Concentracion (ug/mL) Volumen (uL)

CDs1 200 60
CDs2 250 30
CDs3 125 15
CDs4 90 6
CDsb 25 4

Tabla 3.5: Concentracion y volumen usado para CDs funcionalizados con curcumina

CDs funcionalizados Concentracién (ug/mL) Volumen (uL)

DF1 200 60
DF?2 250 30
DF3 125 15
DF4 50 6
DF5 25 4

resazurin en las sustancias a evaluar; para posteriormente monitorear el estado de la
viabilidad celular en las siguientes horas (4,6,12 horas).

(a) Células 3T3 (b) Células MCF-7

Figura 3.5: Células usadas para los ensayos antes de ser colocadas en el medio de cultivo
y a las sustancias analizadas
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion de puntos
de carbono, observando espectroscopia UV-VIS, espectroscopia por infrarrojo (FTIR)
y potencial zeta. También el andlisis de la funcionalizacion de CDs con curcumina y
sus resultados a través de espectroscopia UV-VIS y FTIR. Asimismo, los resultados
hallados ensayos de citotoxicidad y su correspondiente analisis y estadisticas.

Para optimizar las propiedades de los CDs, haciéndolos funcionales en tratamientos
contra células tumorales, como en el tratamiendo para el cancer de seno y la linea celular
de tumores mamarios MCF-7, se realiza la funcionalizaciéon con curcumina. Para esto,
en primer lugar se toma la espectroscopia de la curcumina y se analizan sus enlaces, con
el fin de encontrar los grupos amino terminales que la componen. En la Figura 4.1. a)
se observa la absorcién en donde se exponen concentraciones de 500ug/mL, 250ug/mL,
125pg/mL, 50ug/mL y 25ug/mL, en las cuales existe un méximo de absorbancia en
425nm en todas las concentraciones, con un aumento de absorbancia segin su concen-
tracién [18]. En la Figura 4.1 b) se observa el espectro de emisién, en donde el pico de
intensidad, se encuentra en 590 nm, el cual corresponde a la banda de su caracteristico
color amarillo.
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Figura 4.1: Espectroscopia de la curcumina en distintas concentraciones de dispersiéon
en etanol

4.1 Sintesis de puntos de carbono

Los CDs fueron sintetizados a partir de los precursores de acido citrico y urea en el
solvente formamida por la reaccién del método de sintesis solvotermal, siguiendo el pro-
cedimiento reportado en la seccién 3.1. Posteriormente, se realiza el procedimiento de
cromatografia por columna, y se observan los resultados de la separacién molecular bajo
la luz ultravioleta, obteniendo los resultados de la Figura 4.2. en donde al separar las
moléculas segin su peso molecular y polaridad, se separan los CDs de otras moléculas
remanentes presentes en la reaccion; primero se obtienen los fluordforos libres (con més
fluorescencia) y por tltimo, las particulas residuo sin ningin tipo de fluorescencia y por
ultimo, las particulas residuo sin ningin tipo de fluorescencia. Por lo cual, en el medio,
se encuentran las moléculas que no corresponden ni a fluor6foros libres ni a residuos de
particulas grandes. Por lo tanto, se precede a tomar las soluciones fluorescentes de la
mitad, que corresponden a los puntos de carbono purificados.

Figura 4.2: Resultados posterior a la separaciéon de moléculas por cromatografia por
columna

Esta sintesis se realiza para dos temperaturas de sintesis diferentes (140°C y 160°C),
con el fin de posteriormente evaluar cuél de ellas tendréd un mejor resultado de acuerdo
a la aplicacién requerida.
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Con un equipo de espectrofotometria FLAMES-S-XR1-ES y el software Ocean View,
se analiza el espectro de emisién para las dos diferentes temperaturas de sintesis, cada
una a 12 diferentes longitudes de onda, como se observa en la Figura 4.3. A su vez, en
la Figura 4.4 a) se halla el espectro de absorcién de los CDs sintetizados y en la Figura
4.4 b) se analiza en la misma figura la emisiéon de la temperatura de 140°C y 160°C
irradiandolas con la misma longitud de onda de 350 nm y comparando la intensidad de
cada una de ellas.

Espectro de Emisién (160°C)

Espectro de Emisién (140°C)

——260 nm
——260 nm ——280 nm
——280 nm 104

o
©
1
o
o
1

o
o
1
o
=
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o
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o
N
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300 400 500 300 400 500

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.3: Espectros de emision de puntos de carbono sintetizados a diferentes tempe-
raturas dispersados en una concentracién de 0,1 mg/mL

En la Figura 4.3 b), se observa el espectro de emisiéon en donde, existen dos bandas
de emision dependiendo de la excitacién que hayan recibido. En el rango de 600 nm
correspondientes a las mayores excitaciones y en 550 nm correspondiente a las menores.
Lo que indica que los espectros respectivos a las longitudes de onda de excitacién desde
380 nm se relacionan con estructuras del ntcleo de los CDs, mientras que las mayores
de 380 nm se relacionan con el revestimiento de los puntos [31].
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Figura 4.4: Espectros de absorcién y emision de los puntos de carbono sintetizados a
temperaturas de 140°C y 160°C. Dispersados en una concentraciéon de 0,1 mg/mL

En la Figuras 4.4, se pueden observar la comparacion de espectros de las dos tem-
peraturas escogidas. El espectro de absorcién 4.4 a) se toma en cuenta para conocer si
existen enlaces Carbono Nitrégeno en los puntos de carbono. Tanto en la temperatura
de 140°C como 160°C, se observan maximos de absorbancia cercanas a 220nm y 350nm,
los cuales se contribuyen a la segunda banda correspondiente a enlaces C=0 y C-N.
La diferencia radica en que la temperatura de 160°C tiene una absorbancia mayor. El
espectro de emisién 4.4 b) es relativamente parecido entre ambas temperaturas; sin
embargo; el area bajo la curva correspondiente a la curva de la temperatura de 160°C,
es mayor al de la temperatura de 140°C. Por lo tanto; la sintesis a 160°C fue la mas
apta para la funcionalizacién con curcumina.

Con la temperatura escogida de 160°C, se realizan las nuevas sintesis de CDs y pos-
teriormente su funcionalizacién con curcumina, la cual, se realiza después del proceso
de cromatografia por columna (Figura 4.5) en donde se puede observar la fluorescencia
de los puntos de carbono funcionalizados bajo luz ultravioleta. También se puede ob-
servar la comparaciéon entre la solucién de CDs funcionalizados y la curcumina, ambos
dispersos a la misma concentracién de 500 ug/mL de etanol (Figura 4.6).
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Figura 4.5: Puntos de carbono funcionalizados bajo luz ultravioleta

Figura 4.6: Comparacion de espectrofotometria para a) solucién de CDs funcionalizados
con curcumina dispersados en etanol y b) solucién de curcumina dispersada en etanol

Con el fin de analizar los resultados de las sintesis de CDs y CDs funcionalizados, las
soluciones se dispersan a diferentes concentraciones en etanol después del procedimiento
de sintesis, purificacion, y secado. En la Figura 4.7 se muestran tres concentraciones en
donde se puede observar el espectro de absorcion a) CDs antes de ser funcionalizados
con curcumina b) CDs funcionalizados con curcumina, a tres diferentes concentraciones
de dispersion en etanol.
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Figura 4.7: Espectros de puntos de carbono antes y después de ser funcionalizados con
curcumina

En la Figura 4.7 a), se observa una absorbancia con un maximo valor en 220 nm,
atribuida a la transicion de enlaces m — 7* de los enlaces C= C. También se observa un
pico maximo en 350 nm, correspondiente a la segunda Banda de 300nm a 400nm, que

se atribuyen a enlaces n — 7*; es decir, que existen enlaces C=0 en el ntcleo de los CDs
(Figura 2.2).

En la Figura 4.7 b) se puede observar el espectro de absorcién de los puntos fun-
cionalizados tras la adicién de curcumina, donde se busca, que los enlaces visualizados
en los CDs y en la curcumina se observen en el espectro de absorciéon de estos. El es-
pectro de puntos funcionalizados se compara con la espectro tedrico correspondiente
a la suma fisica de los espectros de los CDs y la curcumina [31]. Se observa que una
banda de absorcién que se encontraba en 350nm (Figura 4.7 a)), se desplazé hacia una
mayor longitud de onda, alrededor de 430 nm, acercandose a la banda de absorciéon de
la curcumina (Figura 4.1). Razén por la cual podemos inferir que los niveles de energia
ahora estan mas cerca entre ellos, es decir que la energia entre las bandas es menor y
se encuentran enlaces C-N.
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Figura 4.8: Espectros de emisién puntos de carbono antes y después de funcionalizar
con curcumina

La Figura 4.8 a) expone el espectro de emisién a tres concentraciones, en donde el
maximo oscila entre 500nm; por lo cual, podemos deducir que estas bandas se atribuyen
a los enlaces existentes en el revestimiento de los CDs. La Figura 4.8 b) expone que el
maximo de intensidad del espectro de emision, estd presente entre 500nm y 550 nm; lo
que sugiere que la fluorescencia de los CDs, estd siendo solapada por la emision de la
curcumina, que tiene una banda centrada en 532 nm [31].

4.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La Figura 4.9, se muestra la espectroscopia infrarroja por transformada de Fou-
rier. en 4.9 a) se observa la curcumina, donde existen tres picos de transmitancia; en
1750cm ™", 1900cm ™" y 900 em ™. en 4.9 b) se exponen los CDs en donde los picos de
transmitancia son menos notorios pero se evidencian en 3000cm = y 1900 ¢m_,. Mien-
tras que en la Figura 4.9 c) se observan picos predominantes en 1900cm =, 1750cm ™
y 3000cm .

El espectro FTIR en los puntos de carbono cuenta con unas bandas caracteristicas
para los grupos funcionales; la regién entre 2333 y 3178 ecm ™! se atribuye a los grupos
-OH y N H,; bandas entre 1550 y 1620cm ™" debidas a grupos arométicos C=C/C=N y
en la regipon de 1000 a 1250 cm ™! se asignan a las vibraciones C-O [31]. Por lo tanto,
los picos de transmitancia en 1900 ¢m ™! en los CDs y los CDs funcionalizados se debe
a el doble enlace C=0 y enlace simple C-N. Mientras que en la curcumina, la banda
de 1750 em™! se debe a la existencia del grupo ester C=0 asociadas a las vibraciones
de estiramiento del hidroxilo; y las bandas entre 980 y 120 em ™! se caracteriza por la
existencia de polisacaridos [40] Lo cual nos confirma la existencia de enlaces nitrogena-
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Figura 4.9: Espectroscopia infrarroja por trasformada de fourier en a) Curcumina b)
CDs ¢) CDs funcionalizados con curcumina

dos en los CDs funcionalizados y a la vez, coincidiendo con las estructuras quimicas de

la curcumina. Por lo tanto se comprueba la correcta funcionalizaciéon de los puntos de
carbono con curcumina.

4.3 Potencial Zeta

La prueba de potencial zeta, se realizd en el laboratorio de ingenieria de tejidos
de la Universidad de los Andes; en donde, se utiliza un equipo de Zetasier-Malvern
instruments. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 4.10. En donde
se puede observar que el pico maximo se encuentra en un valor de -35 mV para las tres
pruebas realizadas, lo cual nos indica que existe una carga negativa en los CDs debido a
la existencia de pares electronicos libres por la presencia de nitrégeno [41]. Confirmando
la existencia de enlaces nitrogenados en la superficie de los CDs.
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Figura 4.10: Potencial zeta para la sintes de CDs

4.4 Citotoxicidad

Una vez obtenidos los CDs, la curcumina y los CDs funcionalizados, se procede a
realizar los ensayos de citotoxicidad, en donde se evaluaran dos lineas celulares, una de
cancer de seno MCF-7 y otra de fibroblastos normales 3T3. Sembrando las células en
un ambiente similar al natural a 37°C y 5% de CO, esperando la proliferacion celular
para el ensayo.

Después de realizar el procedimiento reportado en la seccién 3.2.4. se toman medi-
ciones a 4, 6 y 24 horas siguientes para observar coémo va evolucionando el metabolismo
celular cuando pasan méas horas con cada solucion. Para las células 3T3, se puede obser-
var en la Figura 4.11 a) el color del medio antes de la aplicacién del resazurin y en 4.10
b) 4 horas después de que se ha aplicado el resazurin al medio y las células. Asimismo,
en la Figura 4.12 se observa el montaje de células MCF-7, a) Antes de la aplicacién del
resazurin, b) Pasadas 4 horas de la aplicacion del resazurin.

(a) Antes (b) Después

Figura 4.11: Placas de cultivo de 96 pozos con células 3T3 antes y después de la incu-
bacién con resazurin
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En la Figura 4.11, se observa el medio de cultivo antes de anadir resazurin a los
pozos y después de 4 horas de haber anadido resazurin; se distingue que existe un
cambio de color debido al cambio de resazurin a resorufina, tanto en la linea 3T3 como
en la linea MCF-7.

(a) Antes (b) Después

Figura 4.12: Placas de cultivo de 96 pozos con células MCF-7 antes y después de la
incubacion con resazurin

Finalmente, se obtienen los valores de fluorescencia emitida por la resorufina al
excitar a una longitud de onda de 535 nm y 595 nm de emisién. Se comparan los datos
obtenidos tomando en cuenta cada una de las concentraciones.
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Figura 4.13: Viabilidad celular después del tratamiento con CDs (6 horas)
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Figura 4.16: Viabilidad celular después del tratamiento con CDs (12 horas)
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1400 1400

1200

g

B 500 ug/mL

W B 250 ug/mL

1000
B125ug/mL

50 ug/mL

|
}| }‘
il ia il ‘i il II . nihi il ‘ii IIIM ll

»n

Fluorescencia resorufina RLU
=]
g
Fluorescencia resorufina RLU

o
=

& 3
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)

Figura 4.18: Viabilidad celular después del tratamiento con CDs funcionalizados con
curcumina (12 horas)

En las Figuras 4.13-4.18 se muestran los resultados de la fluorescencia de resorufina,
a las cinco concentraciones usadas ademas de las células control que se midieron sin
anadir ningtn tipo de tratamiento y el control de etanol. La viabilidadcelular en el con-
trol de etanol, en todas las graficas mostradas, es similar a los resultados de viabilidad
de las células tratadas a las mas altas concentraciones de dispersién en etanol. Al no
tener ningtn tratamiento de CDs o curcumina en el etanol y obtener niveles inferiores
al 15% en las células incubadas por 6 horas, y al 30 % en las incubadas por 12 horas;
puede indicar que probablemente los resultados de viabilidad celular se vieron afectados
por el solvente usado para la dispersion, ya que el etanol puede afectar disminuyendo
las propiedades de no toxicidad de los puntos de carbono y la curcumina.

En los ensayos donde se incubaron las células con el tratamiento por 6 horas (Figuras

4.13, 4.14, 415) se observa que en la menor concentracion, correspondiente a 25ug/mL,
su viabilidad celular es similar al de las células no tratadas, mientras que en las mayores
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concentraciones la viabilidad es muy baja. En las Figuras 4.14 y 4.15 correspondientes
al tratamiento de curcumina y CDs funcionalizados, se observa una mayor viabilidad
celular que en los CDs (Figura 4.13) en la concentracion de 500 pug/mL, tanto para la
linea 3T3 como para la linea MCF-7.

En las Figuras 4.16 a 4.18, se observan los resultados obtenidos de la viabilidad
celular después de incubar las células y los tratamientos nombrados por 12 horas; se
observan similitudes de viabilidad entre las dos lineas celulares, tanto con CDs, curcu-
mina y CDs funcionalizados. Sin embargo, en la Figura 4.18 correspondiente a los CDs
funcionalizados con curcumina, se observa una mayor viabilidad celular en la concentra-
cién de 25ug/mL, al compararlos con los resultados obtenidos con CDs y la curcumina,
en ambas lineas celulares.

Se pudo observar que existe un error importante al analizar los resultados del tripli-
cado de pozos. Ya que este solia variar considerablemente, principalmente en las células
no tratadas. Ademas se observo una tendencia en donde los pozos de triplicado de las
células no tratadas més cercanas al etanol generalmente se obtenia una menor viabili-
dad celular que en los pozos mas lejanos.

Las toxicidades altas en las células con tratamientos de curcumina y CDs, puede
deberse al solvente usado para la dispersion de los puntos. Ademaés, se observa como la
viabilidad es mayor en los tratamientos incubados por 6 horas en comparacién con los
de 12 horas; esto, incluyendo las células no tratadas, también se observa que al pasar del
tiempo la viabilidad disminuye, es decir, que en la incubaciéon por mas tiempo murieron
mas células.

Con el fin de hacer una comparacion entre las lineas celulares utilizadas, se realiza
una prueba t-student para dos muestras suponiendo varianzas desiguales, en donde la
hipotesis nula corresponde a que existen diferencias significativas en la viabilidad ce-
lular de las células 3T3 en comparacion con las células MCF-7, en las tres sustancias
analizadas. Para esto, se elige la concentracién de 25ug/mL ya que es donde més se
observan diferencias significativas entre sustancias y se toma un intervalo de confianza
correspondiente al 95 %. Para los CDs, curcumina y CDs funcionalizados incubados por
6 horas, se obtiene un p-valor de 0.276, 0.500 y 0.789 correspondientemente, en los tres
casos, rechazando la hipotesis nula. A su vez, se comparan los resultados entre lineas
celulares de los CDs, curcumina y CDs funcionalizados incubados por 12 horas, se ob-
tiene un p-valor de 0.282, 0.508 y 0.898 respectivamente, en los tres casos, rechazando
la hipétesis nula.

La segunda hipétesis se basa en que existen diferencias significativas del porcentaje
de viabilidad celular entre los puntos de carbono sin funcionalizar y los puntos de
carbono funcionalizados. En donde se toma un intervalo de confianza del 95 %; para
realizar las pruebas, se analiza la menor concentracién, tanto para los CDs y CDs
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funcionalizados. En el caso de la linea celular 3T3 en la incubacién por 6 horas, se
obtuvo un p-valor de 0.380, rechazando la hipdtesis nula; mientras que en la incubacion
por 12 horas se obtuvo un p-valor de 0,029 en donde no se rechaza la hipdtesis nula
para los fibroblastos. Por otro lado, en las células tumorales MCF-7 en la incubacion
por 6 horas, se obtuvo un p-valor de 0.635, e incubaciéon por 12 horas un p-valor de
0.224 rechazando la hipétesis nula en ambos casos.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados para el proyecto, se logra desarrollar una
nanoplatafroma basada en puntos de carbono funcionalizados con curcumina, basandose
en los resultados espectrales mostrados; y su vez la sintesis y caracterizacion de CDs
con una emision entre los 400 y 600 nm. También, se desarrolld el protocolo para la
funcionalizacién de curcumina en los puntos de carbono, variando las concentraciones
y tomando en cuenta cada uno de los resultados obtenidos.

Finalmente, se evalué la citotoxicidad de los CD sobre dos lineas celulares, tomando
en cuenta como se vieron afectadas las células de cancer de seno frente a células sanas.
El uso de etanol, puede haber afectado las propiedades de no toxicidad de los puntos de
carbono y la curcumina, teniendo un impacto significativo en los resultados de viabilidad
celular, tanto en las células tumorales MCF-7 como en los fibroblastos 3T3.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

Con este proyecto se llevd a cabo la etapa de sintesis de puntos de carbono fun-
cionalizados con curcumina. Posteriormente, se seguira realizando el proyecto Capital
Semilla, en donde la nanoplataforma sintetizada y funcionalizada, podra ser almacena-
da en un hidrogel elctrorresponsivo con el fin de actuar como farmaco para personas
diagnosticadas con cancer de seno.

Se propone realizar méas pruebas para la evaluacién de la nanoplataforma. A la
fecha de este documento, se enviaron las muestras para la toma de microscopia de
fuerza atémica con el fin de analizar la distribucion del tamano de las nanoparticulas,
se estéd a la espera de la realizacion de las mediciones. Y finalmente la toma de potencial
zeta para los CDs funcionalizados.

Los resultados hallados contribuyen para realizar ensayos a futuro con curcumina
modificada para poder experimentar con otro tipo de solvente y de esta forma, reevaluar
la citotoxicidad sin ningun tipo de afectaciéon. A mediano plazo, también se busca rea-
lizar mas ensayos, para minimizar el error que pudo existir en las pruebas de viabilidad
celular.
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