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Resumen

Los puntos de carbono con emisién azul son potencialmente oxidantes cuando se irradian
con una longitud de onda de 365nm. Este efecto oxidante puede resultar beneficioso para apli-
caciones concernientes a la fototerapia. El principio de esta técnica para el tratamiento del
céncer es generar especies reactivas de oxigeno (ROS) por medio de la conversién fototérmica
en el interior de las células cancerosas. Esta conversién genera una hipertermia localizada que
produce hidrélisis dentro del citosol de las células y como consecuencia genera ROS. Estas
terapias suelen estar reforzadas con agentes fotosensibilizantes, que son basicamente molécu-
las que intensifican el estrés oxidativo produciendo ROS, por un mecanismo diferente a la
hidrolisis generada por el calor, conocido como efecto fotodindmico. El objetivo de este pro-
yecto es evaluar las propiedades fotodindmicas de los puntos de carbono sintetizados a partir
de isoleucina y acido citrico para su potencial uso como agente antitumoral. Para corroborar
esta hipodtesis, se sintetizaron puntos de carbono a partir de acido citrico e isoleucina por
el método de reaccion asistida por microondas. Este material fue evaluado en tres aspectos
fundamentales, en un principio se analizaron las propiedades fisicoquimicas con el fin de tener
un punto de partida para el disefio de la nanoplataforma con potencial antitumoral. En este
punto, se obtuvieron los espectros de absorcién y emisiéon que se emplearon para analizar la
huella éptica de los PC-ISQAC. Estos exhibieron una absorbancia centrada entre 200nm y
300nm y una fluorescencia entre 430nm y 450nm al ser irradiados con una longitud de onda
de 365nm. Adicionalmente, se analiz la composicién superficial de los PC-ISQAC por medio
de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier donde se encontraron las hibridacio-
nes sp’ y sp® caracteristicas de los puntos de carbono y grupos funcionales nitrogenados que
contribuyen con la fluorescencia azul.

Este material fue sometido a una prueba de citotoxicidad a través de un ensayo MTT en
células 3T3. Para esto se evalud la viabilidad metabdlica en las células tratadas con PC-ISQAC
dispersados en medio a concentraciones de 500pg/mL, 50ng/mL y 5pg/mL. Este ensayo mostrd
una buena viabilidad para la linea celular 3T3, donde no se encontraron diferencias significa-
tivas entre los grupos de concentraciéon. Por ltimo, se evalué el efecto oxidante de los puntos
de carbono sintetizados a partir de isoleucina y &cido citrico (PC-ISQAC) al ser incubados
en células 3T3 para una concentraciéon de 500pg/mL, que es la méxima propuesta que de-
mostro ser no citotoxica. En esta prueba, se analiz6 la concentracion de ROS post-irradiacion
en células tratadas con PC-ISQAC, células en medio de cultivo completo, medio de cultivo
incompleto con PC-ISQAC y medio de cultivo incompleto sin PC-ISQAC. En general no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Con base en los resultados, se obtuvieron puntos de carbono con emisiéon azul que mos-
traron ser no citotoxicos para la linea de células 3T3 en las concentraciones propuestas. No
obstante, el efecto oxidante de los PC-ISQAC no pudo ser definido en su totalidad dado que
no se encontraron diferencias significativas entre la oxidacién inducida en las células tratadas
con PC-IS@QAC y las células sin tratamiento.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Justificacién

La nanotecnologia ha jugado un rol fundamental en muchos campos de la ciencia como
la medicina [1]. Especificamente, los puntos de carbono han demostrado ser materiales muy
versatiles que se pueden utilizar en una gran variedad de aplicaciones, dadas sus atractivas
propiedades épticas y fisicoquimicas [2]. Poseen una variedad de propiedades ttiles, como una
alta capacidad de adsorcién, una alta conductividad térmica y eléctrica, y una alta resistencia
a la oxidacién[3, 4]. Ademds, algunos de estos al ser irradiados presentan un efecto oxidante
que puede resultar util en la fototerapia, ya que se puede utilizar para destruir las células
cancerosas sin danar las células sanas [5]. La fototerapia es un tratamiento seguro ya que
utiliza luz de baja energia para destruir las células cancerosas.

Esta forma de tratamiento para combatir el cancer se fundamenta en concentrar energia en
areas muy pequenas y especificas de tejido [6]. Su efecto principal es generar dano a la célula
por medio de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a causa de la hidrolisis o
por moléculas con propiedades fotodindmicas [7]. Este efecto contribuye con la muerte celular
aumentando el estrés oxidativo que toleran la células y esta directamente relacionado con los
buenos resultados de los tratamientos [8].

Tomando como referencia la importancia del estrés oxidativo para tratar el cancer, se sabe
que este efecto oxidante es de alta utilidad para la medicina, que estd busca de potenciar el
dano a las células cancerosas [6, 1]. De alli deriva el interés por generar agentes oxidantes que
inflijan un dafo adicional y que a su vez, sean selectivos y dinamicos. Los puntos de carbono,
son nanoparticulas de aproximadamente diez nanémetros de didmetro que han mostrado un
gran potencial en el drea [4, 9, 10]. Su citotoxicidad ha demostrado ser baja [11]. Pueden ser
superficialmente modificados con ligandos, proteinas y otras moléculas que les permitan, por
ejemplo, ser mas selectivos o parcialmente invisibles para el higado y los rifiones con el fin de
prolongar su accién en el metabolismo antes de ser degradados [12]. Ademés, se han reportado
diversos tipos de sintesis y dopaje, que los hacen dindmicos en términos de emisién y afinidad
con diferentes tejidos [13].

En la literatura se ha reportado el uso de puntos de carbono en diferentes terapias alter-
nativas contra el céancer [12]. Estos se han dopado con heterodtomos como nitrégeno, cobre,



gadolinio, entre otros [14]. No obstante, un estudio publicado por Christensen et al, postula a
los puntos de carbono puros como agentes oxidantes cuando se exponen a irradiacién con luz
azul [5]. En este postulado, se sugiere que los PC’s irradiados tienen la capacidad de generar
un oxigeno singlete (102), una de las ROS con menor vida media, pero con mayor potencial
reactivo [15]. El objetivo de este trabajo, es generar una nanoplataforma basada en puntos de
carbono con propiedades fotodinamicas, que pueda ser empleada como un potencial agente
antitumoral y responda a la necesidad de potenciar el efecto toxico especifico hacia las células
cancerosas.

1.2 Contribuciones

Inicialmente, la realizacion de este trabajo estd contribuyendo al desarrollo de nuevos co-
nocimientos en el drea de la ciencia de materiales. Asimismo, tomando en consideracién los
objetivos planteados, se espera que los resultados obtenidos para la viabilidad celular en la
linea 3T3, y la caracterizacién oxidante de los puntos de carbono sintetizados a partir de
isoleucina, constituyan la base para el desarrollo de una nanoplataforma con potencial anti-
tumoral. Idealmente, esta aproximacion en la investigacion busca contribuir con el desarrollo
de una terapia coadyuvante contra el cancer, teniendo como etapa previa, la continuacién del
protocolo aqui descrito en células cancerosas.



Capitulo 2

Estado del arte

En este capitulo se exponen los puntos de carbono y sus propiedades oxidantes bajo irra-
diacién con una longitud de onda entre 400nm y 450nm, asimismo, presenta generalidades
sobre las especies reactivas de oxigeno, su impacto en las células y su aplicacién como efecto
deseado en los tratamientos para combatir el cancer.

2.1 Puntos de carbono

Los puntos de carbono (PC) son materiales nanométricos compuestos de dtomos de car-
bono [4]. Este material ha recibido el nombre de "puntos'por su morfologia cuasi esférica cuyos
didametros oscilan entre 5nm y 10nm. Se caracterizan por tener una gran area superficial, en
la que comtnmente se encuentran diferentes grupos funcionales que les pueden conferir un ca-
racter hidrofilico o les ayudan a mejoran su biocompatibilidad [3]. Varios estudios relacionan
la pasivacién en su superficie, con propiedades estructurales y épticas mejoradas en relacion
a los puntos de carbono sin ningin tipo de modificacién post sintética [16, 17]. La estructura
final de los PC depende en gran medida de los precursores, solventes y método de sintesis
[18], ademads, de esta estructura final, dependen también varias de las caracteristicas que més
los representan como la fotoluminiscencia [16].

La sintesis de los puntos de carbono se realiza mediante dos vias que suponen principios
opuestos. La primera consiste en armar las nanparticulas desde unidades atémicas que suelen
estar en escala molecular hasta llegar a la escala manométrica, es decir ir de lo méas pequefio a
lo méas grande "Bottom-Up"[11, 4]. La segunda via de sintesis, supone hacer lo contrario. Alli
se utilizan grandes bloques de precursores de carbono como grafeno u hollin. Estos precursores
se empiezan reducir en tamafio induciéndoles altas cantidades de energia usualmente en for-
ma de calor "Top-Down", como por ejemplo, la ablacion l4ser y el tratamiento con plasma [19].

Para el método "Top-Down", resulta dificil controlar el tamano de las particulas o el ren-
dimiento cuantico de la fotoluminiscencia [4]. Por esta razén es més frecuente ver técnicas de
"Bottom-Up", como la sintesis hidrotermal, solvotermal, la pirdlisis y las reacciones asistidas
por microondas (PC-M)[20]. Esta dltima es de gran interés en el campo porque es un proceso
sencillo y rentable para sintetizar PC, mediante la irradiacion de compuestos orgdnicos con
radiacion electromagnética a longitudes de onda que van de 1 mm a 1 m [21]. Su principio de

3



funcionamiento consiste en la capacidad que tienen la diversas moléculas polares, presentes en
los compuestos organicos, para convertir las microondas en calor. Este efecto, llamado calen-
tamiento dieléctrico, consiste en el hecho de que los elementos no conductores tienen campos
electrostaticos que constantemente estdn buscando mantener la estabilidad de las cargas. Un
aumento de energia que fluctiia constantemente en el tiempo, como es el caso de las microon-
das, genera movimientos en la estructura del dieléctrico y esto genera calor por friccién [22]
(la figura 2.1 [23]) .

+ - + - +
o 9O o O 9
- + - + -

Campo eléctrico

+

Movimiento molecular

Figura 2.1: Principio de funcionamiento del efecto dieléctrico producido por la reaccién asistida
por microondas.

De las mayores ventajas que presenta la PC-M es que es rapida y considerablemente mas
eficiente porque el calentamiento es casi inmediato y asimismo, la reaccién puede detenerse
de forma instantanea evitando pérdidas de material por sobrecalentamiento [24, 21]. Ademas,
como las moléculas dieléctricas suelen estar dispersadas de manera homogénea en la soluciéon
de la reaccién, la distribucién del calor también es homogénea, permitiendo que en el material
sintetizado se encuentren pocos residuos que inevitablemente tendrian que removerse en una
etapa rigurosa de purificacién [24].

2.2 Puntos de carbono en aplicaciones como agentes antitumorales

El uso de puntos de carbono en aplicaciones biomédicas estd creciendo rapidamente de-
bido a sus atractivas propiedades. Estas nanoparticulas son extremadamente versatiles y se
pueden utilizar en una variedad de aplicaciones biomédicas, desde la fabricacion de dispo-
sitivos médicos hasta el tratamiento de enfermedades [4]. En esta larga lista, se encuentran
su uso en biosensores, liberacién controlada de farmacos y aplicaciones relacionadas con los
diversos potenciadores en los tratamientos antitumorales [25, 11]. En este caso, para entender
mejor su uso como agente antitumoral, es importante entender el cancer como una enferme-
dad metabdlica con numerosas variantes que necesitan ser abordadas de forma especifica [7, 6].
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El céncer estd dentro de las principales causas de muerte a nivel global [26]. Segun la
organizacién mundial de la salud, para el 2020 se reportaron cerca de 10 millones de muertes
relacionadas [26]. Este gran grupo de patologias que puede comprometer diferentes tejidos,
suele derivar de la transformacion que existe de las células sanas a células tumorales que tienen
una alta capacidad de crecimiento y proliferacién [26], en consecuencia, se genera un consumo
de recursos y energia constante y desproporcionado, que induce un estado de desnutricién en
el tejido circundante y en general un ritmo aletargado en el organismo [7].

Su tratamiento suele implicar la reseccién de las areas afectadas; no obstante, esto no
siempre es necesario, o incluso posible, teniendo en cuenta el tamafio de los tumores o su
compleja geometria y compromiso con tejidos de alta importancia para el soporte vital [7].
Es por esto que a lo largo de los afios se han desarrollado diferentes métodos no quirturgicos
que velan por generar un dafio focalizado en las células de interés [6]. Alli, se encuentran
los tratamientos con energia ionizante, como la radioterapia, los tratamientos con luz de ba-
ja energia que generan una hipertermia localizada, como la fototerapia y tratamientos con
moléculas fotosensibilizantes, como la terapia fotodindmica. [6]. En los dos primeros casos,
existe un efecto directo generado por la alta transferencia de energia que rompe las cadenas
de ADN en el nicleo, induciendo la muerte celular y evitando asi la proliferacién desmedida
de las células cancerosas [6, 7]. Sin embargo, en la fototerapia, se ve més un efecto indirec-
to, que es la produccién de especies reactivas de oxigeno que aumentan el estrés oxidativo [8, 7].

Este efecto es el objetivo principal de la terapia fotodinamica, que consiste en ingresar un
agente que no es téxico cuando no esté siendo irradiado, pero que se vuelve téxico bajo una
irradiacion con longitud de onda especifica [7]. Las ROS tienen la habilidad de interactuar con
la doble hélice del ADN generando rupturas y cambios irreparables en el material genético, de
esta manera, el efecto indirecto anteriormente descrito contribuye con los procesos de muerte
celular [6].

La figura 2.2 muestra un ejemplo claro de cémo se ven ambos efectos al interior de la
célula en una terapia que combina los principios de la radioterapia, la fototerapia y la terapia
fotodindmica. En [8] emplean nanoparticulas de metales liquidos funcionalizados con &cido
arginilglicospartico (RGD), que sirve de ligando con un receptor de RGD sobreexpresado en
las células cancerosas en el higado. Asimismo emplean metronidazol (MN) como radiosensi-
bilizante y polietilenglicol (PEG) y acido poliacrilico (PAA) como un método que prolonga la
circulacion de las nanoparticulas por el torrente sanguineo, haciéndolas parcialmente invisibles
para el higado y el rifién. La imagen 2.2 ilustra como las nanoparticulas son endocitadas por
las células luego de que el RGD se une al receptor de RGD. Una vez en el citosol, son irradia-
das con rayos X e infrarrojo cercano. Las nanoparticulas empiezan el proceso de conversion
fototérmica generando un aumento subito de temperatura y ROS. Luego liberan el MN que al
ser irradiado se tiene la capacidad de romper fragmentos de ADN y danar el material genético
de la célula al igual que la alta cantidad de energia ionizante de los rayos X.
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Figura 2.2: Principio de funcionamiento, terapia combinada en cancer hepatico con nanopar-
ticulas de metales liquidos funcionalizadas.

El estrés oxidativo, esta siendo aprovechado como un efecto esperado en el desarrollo de
nuevos tratamientos antitumorales [18]. Gethachew et al utilizan puntos de carbono dopados
con heteroatomos de cobre, para generar conversién fototérmica bajo irradiacion laser como
una terapia antitumoral cooperativa [27]. Otro estudio realizado por Hou et al, utiliza los
puntos de carbono funcionalizados al molibdeno para generar hipertermia al ser excitados con
Irradiacién IR-cercano (NIR). Adicionalmente, los autores sugieren que esta nanoplataforma
puede superar una de las grandes complicaciones de algunos los tumores como el glioblastoma,
la hipoxia [12]. Los tumores donde se presenta hipoxia son mads resistentes a la radioterapia
y a la fototerapia porque, bajo esta condicién, la cantidad de oxigeno es limitada, luego, sin
oxigeno que pueda ser transformado en ROS, el estrés oxidativo disminuye drasticamente.
Hou et al, sugieren que sus nanoparticulas pueden aumentar el flujo sanguineo en los tumo-
res con hipoxia, para generar un estado transitorio de normoxia y potenciar el efecto oxidante.

2.3 Efecto oxidante en los puntos de carbono

Un estudio publicado por Christensen et al, postula a los puntos de carbono puros como
agentes oxidantes cuando se exponen a irradiacién con luz azul. En este postulado, se sugiere
que los PC’s irradiados tienen la capacidad de generar un oxigeno singlete (!O2) como se
observa en la figura 2.3, una de las ROS con menor vida media, pero con mayor potencial
reactivo [5]. El potencial oxidante y su significancia en la aplicaciéon de puntos de carbono
como agente antitumoral depende de la especie reactiva de oxigeno que se produzca. Si bien el
postulado anterior trata del 'Os, los autores también mencionan a las ROS comunes. El anién
superéxido (-O5 ), por ejemplo, es un radical; sin embargo, no puede difundirse a distancia
debido a su limitada solubilidad en los lipidos y a su alta reactividad. El radical hidroxilo
(OH™) reacciona indiscriminadamente con cualquier estructura en su camino, por lo que
carece de especificidad. El peréxido de hidrégeno, en cambio, es soluble en lipidos, se difunde
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a través de las membranas lipidicas, tiene una vida mas larga y parece ser mas selectivo en
sus reacciones con las moléculas biolégicas [15]. Por lo tanto, como se espera tener reacciones
de corta vida media pero de alta reactividad y capacidad de dafio al material genético, las
especies -O5 , 10y y OH ™ son las méas apropiadas para la aplicacién.

Figura 2.3: Mecanismo por el cual los puntos de carbono que exhiben una fluorescencia azul
generan ROS.



Capitulo 3

Objetivo de la investigaciéon

La literatura sugiere que los puntos de carbono presentan propiedades de fluorescencia
en diferentes bandas de emisién desde el ultravioleta hasta el infrarrojo. Sin embargo, como
se ha mencionado anteriormente, aquellos que presentan emisiéon en el azul son potencial-
mente oxidantes al ser irradiados. Este efecto oxidante, desempena un papel fundamental
en los procesos de muerte celular producto de la alta produccién de ROS en la fototerapia.
Fundamentalmente consiste en un tratamiento que utiliza luz de baja energia para destruir
las células cancerosas donde los puntos de carbono pueden ser empleados como fotosensi-
bilizadores, lo que significa que se pueden usar para absorber la luz y luego emitirla en una
longitud de onda que sea dafiina para las células generando moléculas oxidantes como las ROS.

Teniendo en cuenta este efecto esperado se plantea la pregunta de investigacion.

3.1 Pregunta de investigacion

;Lo puntos de carbono sintetizados a partir de isoleucina y acido citrico tienen la capacidad
de generar ROS al ser irradiados con una longitud de onda de 365nm?

3.2 Objetivos

3.2.1. General

Evaluar las propiedades fotodindmicas de una nanoplataforma basada en puntos de car-
bono como un potencial agente antitumoral.
3.2.2. Especificos

» Sintetizar puntos de carbono a partir de isoleucina y acido citrico (PC-ISQAC) por
medio de una reaccién asistida por microondas.

= Caracterizar las propiedades épticas y superficiales de los PC-ISQAC.
= Determinar el efecto citotoxico de los PC-ISQAC en cultivos de células 3T3.

s Cuantificar la produccién de ROS por los PC-ISQAC incubados en células 3T3 bajo
irradiacién de 365nm.



Capitulo 4

METODOLOGIA

Sintesis de puntos Caracterizacion Cuantificacion de
de carbono de nanoparticulas

Ensayos celulares ROS

Reaccion asistida por

. Propiedades opticas Curva de calibracién
microondas

Caracteristicas

- Cuantificacion de ROS
superficiales

Morfologia

Figura 4.1: Diagrama de flujo para la metodologia propuesta.

La figura 4.1 presenta el diagrama de flujo para el proyecto, alli se observan las tareas
jerarquizadas en cuatro grandes grupos. En la primera etapa, se tiene la sintesis de puntos de
carbono a partir de isoleucina y acido citrico por medio de una reaccién asistida por microon-
das. Los PC-IS@QAC representan la base para las tres etapas siguientes y deben ser sometidos
a pruebas de caracterizacion, que entregan informacién acerca de sus propiedades épticas y
superficiales.

El ensayo MTT, evaliia la viabilidad para las células 3T3 que seran tratadas con PC-
IS@QAC dispersados en medio en funciéon de la concentracién de estos. Esto se utiliza como
referencia para entender qué concentraciéon de PC-ISQAC toleran las células sin perder su
viabilidad metabdlica. Por ultimo, con los datos de la concentracién maxima que presenta
una viabilidad superior al 90 % se empiezan las pruebas de irradiaciéon y cuantificacién de
ROS, para lo que se debe contar con la curva de calibracién de la sonda fluorescente de
ROS. Una vez cumplido este requerimiento, se pueden cuantificar las ROS producidas por
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la irradiacién de 365nm en las células 3T3, con un parametro de intensidad de fluorescencia
estandar. Medir la produccion de ROS de manera objetiva, facilita la comparacién del efecto
oxidante de la irradiacion en los PC-ISQAC, porque, le permite contrastarse con la oxidacién
inducida por la hidrélisis generada al interior de las células a causa de la irradiacion.

4.1 Sintesis de PC-ISQAC

—

Acido citrico
Isoleucina
|Agua destila

QIR ]

Sonicador Reactor de microondas

Pesaje de los reactivos (a) —————pp Homogeneizacion (b)) ————Jp Reaccion asistida por microondas (c)

Falcon Centrifuga Cromatografia Filtro de jeringa
50mL por columna 0.2um

Secado (f) «¢ Lavado (e) «¢ Purificacion primaria (d) ¢———

Microcentrifuga

Figura 4.2: Sintesis de puntos de carbono, reaccién asistida por microondas.

La sintesis de PC-ISQAC comprende tres etapas, reaccién, purificacién y secado. Para
la reaccién, se dispersan 250mg de acido citrico y 250mg de isoleucina como precursores de
carbono, en, 6mL de agua destilada como solvente (figura 4.2, a). Esta mezcla se homogeneiza
por medio sonicacién y agitacion vértex (figura 4.2, b); una vez homogénea, se lleva al reactor
de microondas MONOWAVE 50 (Anton Paar, Austria) durante 10 minutos a una tempera-
tura de 195°C (figura 4.2, c) en la configuracién As Fast As Posible (AFAP).

El resultante de la reacciéon (6 mL), se divide en 6 eppendorf y se somete a una puri-
ficacién primaria por medio de centrifugacion, filtrado y cromatografia por columna (figura
4.2, d).El proceso de centrifigacién se realiza para remover los residuos insolubles y de alto
peso molecular; el sobrenadante de la muestra centrifugada, se pasa por un filtro de jeringa
de 0.20pm para remover particulas de bajo peso molecular que presenten un tamano mayor
al calibre del filtro. Finalmente la muestra se hace pasar por una columna de gel de silice
(aproximadamente 5cm con una pipeta Pasteur de 7mm de didmetro) como fase estacionaria,
una solucién (1:1) de N-N dimetilformamida y agua miliQ como eluyente, y la muestra como
fase mévil.
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Como purificacion complementaria se realizan cuatro lavados, dos con etanol absoluto al
99 % (Scharlau) en relacién 1.5:1 (volumen de muestra : volumen de etanol), y dos con acetona
en relacién 1.5:1 (volumen de muestra : volumen de acetona). Este proceso se lleva a cabo en
3 etapas, de primera mano se mezcla la muestra resultante de la cromatografia por columna
con el etanol. Esta mezcla se agita vigorosamente durante aproximadamente cuatro minutos
y se centrifuga 20 minutos a 20°C. El mismo proceso se repite con los tres lavados restantes y
luego se introduce la muestra en el horno (UM100 Memmert, Paises Bajos) a 100°C durante
4 horas. Una vez seca la muestra, se dispersan los PC-ISQAC en agua destilada filtrada, a
una concentraciéon de 10mg/mL.

4.2 Caracterizacion de los PC-ISQAC

Con el fin de determinar las propiedades épticas de los PC-ISQAC, se emplea espec-
troscopia UV-Vis y de fluorescencia. Las propiedades superficiales se miden por medio de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

4.2.1. espectroscopia UV-Vis

Esta técnica consiste en irradiar los PC-IS@QAC con longitudes de onda que van desde
230nm hasta 700nm, con pasos de 5nm entre medidas. Esta excitacién genera transiciones
electrénicas de bandas de menor energia, a bandas de mayor energia. Cuando se generan es-
tas transiciones, la energia del haz de luz es absorbida por la muestra y de alli se obtiene el
espectro de absorcién. Los electrones que han sido excitados, deben volver a su estado estable
para conservar la entropia del sistema. En esta transicion, se generan fotones que son medidos
y permiten construir el espectro de emisién [28].

La huella éptica de los PC-ISQAC se mide a partir de los espectros de absorcién y fluores-
cencia obtenidos mediante el espectrofotémetro FLAMES-S-XR1-ES y el software OceanView.
Los espectros son adquiridos a partir de una muestra con concentracién de 5mg/mL a tem-
peratura ambiente en una celda de cuarzo de lcm de lado para un rango de 250nm hasta
800nm. Adicionalmente, se emplea el lector multimodal Cytation™3 (Biotek) y una placa pa-
ra fluorescencia, para aislar el espectro de emisién de los puntos de carbono bajo irradiacion
de 365nm de excitacién y un rango de emisiéon de 400nm a 700nm.

4.2.2. espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

FTIR utiliza el proceso matematico (transformada de Fourier) para traducir los datos sin
procesar (interferograma) en el espectro real. Este, se utiliza para obtener el espectro infrarrojo
de transmisién de los PC-ISQAC e identifica la presencia de grupos funcionales organicos e
inorganicos en la superficie de los PC-ISQAC [29]. Esta medida se realiza mediante el equipo
Nicolet™(ThermoScientific) y el software OMNIC. Los resultados obtenidos se analizan por
medio del software MATLAB.

11



4.3 Ensayo MTT

i :\\ T =

Placa de 96 Incubadora, 37° Puntos de carbono Incubadora, 37°
aca de 7 pozos 5%COx, 24h dispersos en medio 5%CO:, 24h
Siembra de células (a) » Incubacion PC’s (b)
K 2
I/
Puntos de carbono dispersos Incubadora, 37°
Placa de 96 pozos (a) Cytation 3 en medio con MTT 5%CO:, 4h
Lectura de desidad opticas (d) < Incubacion PC’s y MTT (c) <

Figura 4.3: Procedimiento del ensayo MTT para células 3T3 con PC-ISQAC.

Para la siembra se emplean cultivos de células 3T3, que son fibroblastos embrionarios ais-
lados del raton. Los fibroblastos son el principal componente celular de los tejidos conectivos
densos y son una linea celular tipica utilizada para los estudios de citotoxicidad de los bioma-
teriales [30].

Se utilizan cultivos celulares que tengan una confluencia mayor al 70 %. Se retira el medio
y se realizan tres lavados con una solucién balanceada en sales (PBS), que ayuda a mantener
la integridad estructural y fisiolégica de las células. Las células, que estan adheridas al reci-
piente de cultivo, se remueven con ayuda de la solucién de disociacién celular Accumax y se
cuentan, con el fin de tener una cantidad definida por pozo sembrado.

Para el conteo, en un hemocitémetro se colocan 10pL de la suspensién de células y 10pL de
azul tripan. Luego, en el contador de células automatizado CytoSmart (Corning)™) se estima
la cantidad de células vivas en relacion al volumen y se calcula la cantidad de suspension,
para obtener aproximadamente diez mil células en cada pozo.

En el ensayo MTT se obtiene la viabilidad celular, midiendo la densidad o6ptica de la
reduccién de las sales de tetrazolio a formazan insoluble en la membrana de las células me-
tabdlicamente viables [31]. El formazén reducido se solubiliza en dimetilsulféxido, generando
una solucién de coloracion violeta (figura 4.4 que luego se mide en el lector multimodal Cy-
tation™3 (Biotek) con 560nm de excitacién y 670nm de emision.
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Figura 4.4: Caja de 96 pozos, prueba MTT en células 3T3 con PC-ISQAC a 500png/mL,
50pg/mL y Spg/mL.

Este ensayo se lleva a cabo en células 3T3 con tres tratamientos diferentes que consisten en
PC-ISQAC dispersados en medio de cultivo completo, a concentraciones de 5pg/mL,50ng/mL
y 500 pg/mL. Para esto, se siembran aproximadamente diez mil células por pozo, en una
placa de 96 pozos (figura 4.3, a). Las células se incuban a 37°C en un ambiente de 5% de
CO4 durante 24 horas para garantizar la adherencia al fondo de la placa. Al culminar con el
proceso de incubacion, se cambia el medio de los pozos por los tratamientos con PC-ISQAC,
se adiciona perdxido de hidrégeno al 70 % al control positivo y se incuban nuevamente con
los mismos pardmetros del paso anterior (figura 4.3, b). Una vez cumplidas las 24 horas de la
incubacién, se adicionan 20pL de la solucién MTT (5mg/mL dispersada en PBS) a los pozos
con células, se coloca en una plancha de agitaciéon a 150rpm por 5 minutos y se incuba por
4 horas a 37°C (figura 4.3, c¢). Para finalizar, se retira la solucién de MTT, se diluyen los
cristales de formazan reducidos por las células con 200 puL. de dimetilsulféxido (DMSO) y se
lee la densidad 6ptica con 560nm de excitacién y 670nm de emisién (figura 4.3, d).

4.4 Especies reactivas de oxigeno

Fl principio de funcionamiento de la sonda fluorescente permeable a las células para la
deteccién de ROS se muestra en la figura 4.5.
En resumen, el diacetato de 2’, 7’-diclorodihidrofluorescina (DCFH-DA) se difunde dentro
de las células y es desacetilado por las esterasas celulares a 2’, 7’-diclorodihidrofluorescina
(DCFH) no fluorescente, que se oxida rapidamente a 2’, 7’-diclorodihidrofluoresceina (DCF)
altamente fluorescente por las ROS (figura 4.5). La intensidad de la fluorescencia es propor-
cional a los niveles de ROS en el citosol celular. La produccién de ROS se cuantifica por
medio del andlisis en la intensidad para la fluorescencia de la sonda oxidada en en funcién
del estandar de DCF. Este parametro se mide en una placa para fluorescencia en el lector
multimodal Cytation™3 (Biotek) con 480nm de excitacién y 530nm de emisién [32].
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Figura 4.5: Principio de funcionamiento de la sonda fluorescente para la cuantificacién de

ROS.

4.4.1. Curva de calibracion

Para la curva de calibracién se sigue el protocolo propuesto por Cell Biolabs [32]. Este
consiste en hacer una serie de diluciones del estindar de DCF 1:10 en el rango de 0uM a 10pM
como se observa en la tabla 4.1. Los datos se analizan con la ayuda del software MATLAB.

Tabla 4.1: Dilucién en cascada, curva de calibracién

DCF estandar

Medio de Cultivo DCF

Eppendorf oL AL Y
1 10 990 10000
2 100 del eppendorf #1 900 1000
3 100 del eppendorf #2 900 100
4 100 del eppendorf #3 900 10
5 100 del eppendorf #4 900 1
6 100 del eppendorf #5 900 0.1
7 100 del eppendorf #6 900 0.01
8 0 1000 0

4.4.2. Incubacion de PC-ISQAC

Tomando como referencia los resultados de viabilidad celular en el ensayo MTT, se elige
el valor méas alto de concentracién de puntos de carbono que haya dado un porcentaje de
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viabilidad mayor al 90 % en las células 3T3. Los PC-ISQAC se incuban por 24 horas a 37°C en
un ambiente de 5% de CO; (figura 4.6 (b)), en células 3T3 previamente sembradas siguiendo
el protocolo descrito al comienzo de este apartado. Para esto, se sigue el orden que se ilustra
en la figurad.6 (a) y se utilizan dos placas de 96 pozos, una que serd irradiada y una que
servird de control. Cada placa tendréd células con PC-ISQAC, células sin PC-ISQAC, medio
con PC-IS@QAC y medio sin PC-ISQAC.

Na : E : wono ~ ‘ .
‘ » Células ‘ i

‘ Le0et Nedio ——

:‘ e S 1| T
- Sin PC’s Con PC’s, @ {

\ -
Placa de 96 nozos Incubadora, 37° Puntos de carbono Incubadora, 37°
p 5%CO0O2, 24h dispersos en medio 5%CO-, 24h
Siembra de células (a) » Incubacion PC’s (b)

Figura 4.6: Incubaciéon de PC-ISQAC

4.4.3. Irradiacién y cuantificacién de ROS

Utilizando el kit para deteccién de especies reactivas de oxigeno de OxiSelect™(Cell Bio-
labs) se cuantifican las ROS generadas por los PC-ISQAC bajo irradiacién de 365nm.

Después de incubar los PC-ISQAC, se realizan tres lavados con PBS en los pozos con
células y se incuba la sonda de ROS por una hora (figura 4.7 (a)). Pasados los 60 minutos, se
lava nuevamente con PBS y se expone la caja de irradiacién durante 5 min con una longitud de
onda de 365nm (figura 4.7 (b)). La intensidad de fluorescencia se mide en el lector multimodal
Cytation™3 (Biotek) con 480nm de excitacién y 530nm de emisién (figura 4.7 (c)). Los datos
se cotejan con los resultados obtenidos de la curva de calibracién y por medio de una regresion,
se obtienen las concentraciones de ROS para cada condicién experimental.

Irradiacion 365nm, 5 min

‘
~  FE| | -

Sin PC’s Con PC’s.
i /000700 0 Células
Sonda ROS 0.1X Incubadora, 37° \000/.008> Medio

diluida en medio 5%COz, 60min

Sin PC’s Con PC’s Placa de 96 pozos Cytation 3

Incubacién de la sonda (a) Cuantificacién de ROS (c)

Placa de 96 pozos

Irradiacion (b)

Figura 4.7: Incubacién e irradiacién de la sonda de ROS
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Capitulo 5

RESULTADOS Y DISCUSION

La emisién de los puntos de carbono dispersados en agua se observa en la figura 5.1. En
este caso, a simple vista se puede apreciar una apariencia azulada bajo una irradiacién de
365nm, y una apariencia semi-traslucida con tonos amarillos bajo luz blanca. Los residuos
generados por la reaccién asistida por microondas, se removieron metédicamente siguiendo el
proceso descrito en la secién 4.1.

Luz blanca 365 nm

Figura 5.1: Emisién de PC-ISQAC en ausencia y bajo irradiacién de luz de 365 nm.

5.1 Caracterizacién de puntos de carbono

Los puntos de carbono obtenidos a partir de isoleucina y acido citrico, exhiben una fluo-
rescencia azul al ser excitados con una lampara de 365nm. En la figura 5.3 se evidencia una
emisién entre 400nm y 450nm en una muestra con concentracién de 5mg/mL.

La isoleucina aporté a la fluorescencia en el azul, tomando como referencia la que ya es
inherente al acido citrico y que ha sido reportada en la literatura. Los compuestos nitroge-
nados presentes en este aminodacido, representados por el grupo amino, pudieron contribuir
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con la longitud de onda de emision de los puntos de carbono empleados en este trabajo. Esto
responde a lo reportado por Verselli et al, donde sugiere que los heterodtomos de nitrégeno
contribuyen al espectro azulado cuando estdn embebidos en los puntos de carbono [14].

El espectro de absorciéon es de gran utilidad para entender el comportamiento de la fluo-
rescencia en el material. Para los PC-ISQAC, se evidencia un méximo centrado entre 200nm y
300 nm (figura 5.2). En esta banda, se encuentran las longitudes de onda de mayor transicion,
que, para este caso en especifico, se atribuyen a la transicién m—7* que atane a los enlaces
C=C. En este espectro, también se evidencia un pico entre 300nm y 400nm que puede asig-
narse a la absorcién intrinseca de la transicién n—7*. Estas longitudes de onda representan
las transiciones electronicas dadas por los enlaces C=0 de los grupos carboxilo aportados
por el 4cido citrico y la isoleucina. Tanto 7—7* como n—7* son transiciones atribuidas al
nucleo de los PC-IS@QAC, lo que indica que la superficie debe ser caracterizada por un método
diferente.

0.9 /N i

T

<07k ’,"  ‘ i

(U.

nci

g05- / \ 1

orb

204/ \ .

Ab

I | I I — — }

200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 5.2: Espectro de absorciéon para los puntos de carbono.

La emision en el azul representa transiciones electrénicas de mayor energia en comparacion
con longitudes de onda mayores como el rojo y el infrarrojo [2]. Por esta razén, los puntos
de carbono obtenidos en esta sintesis cumplen las condiciones épticas para la producciéon del
ROS y su huella 6ptica es similar a la reportada por Christensen et al en su aplicaciéon de
puntos de carbono como agentes oxidantes.

17



o
20
T
o

Emision (U. Arb)
< =
s >
T T
o

o
o
T

)

! ! I (\J A L S SO
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)
Figura 5.3: Espectro de emisiéon, PC’s irradiados con 365nm.
7
1 10 . . :
10— |
\
\ N
N\ , T~
o 9 AN . 7 \\‘ -1
é \\\\ P - \7‘//, ‘n‘
g 8 S~ / \ .
= , \
‘g \ .
g 7r ‘ M\ ) b
= - | fa |\~ / N~
6 | ‘J 1 \.v,' \\ / —
| [c=c [
L |/ N |
5 Y
4 1 | | | C!O | (‘10 |
4 3.5 3 2.5 2 1.5 1 0.5
Numero de Ondas (cm™1) x10°

Figura 5.4: FTIR, puntos de carbono sintetizados con isoleucina y acido citrico

La caracterizacién superficial por medio de FTIR de una muestra seca de PC-ISQAC de
aproximadamente 10mg, se presenta en la figura 5.4. En esta gréafica se observan las hibrida-
ciones caracteristicas en los PC’s sp? y sp?, atribuidas a los enlaces C=C y C-O. Los enlaces
dobles, C=C y C=0, se pueden apreciar entre los 2000cm ™" y los 1500cm™!; las interacciones
simples, C-O y C-N, estan presentes entre los 1500cm™! y 1000em™!. Asimismo, los enlaces
O-H y C-H se observan entre los 4000cm™! y los 2500cm™! y la presencia de amidas se ve
entre los 1700cm™! y los 1500cm™!. Esta informacién, nos indica que el 4cido citrico y la
isoleucina representan un aporte mayoritario de atomos de C, H, O, N y que, ademas, se han
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producido puntos de carbono con diferentes grupos funcionales que tienen relacién directa con
la fluorescencia [14].

5.2 Ensayo MTT

El ensayo de MTT se llev6 a cabo en células 3T3 tratadas por 24 horas con PC-ISQAC a
37°C con un 5 % de COs. En este se obtiene la viabilidad celular, midiendo la densidad éptica
de la reduccion de las sales de tetrazolio a formazan insoluble en la membrana de las células
metabdlicamente viables [31].

Absorbancia de las células tratadas

%Viabilidad = 100 (5.1)

Absorbancia de las células de control *

En la figura 5.5 se evidencia la viabilidad celular para los tratamientos de PC-ISQAC dis-
persados en medio de cultivo completo, a concentraciones de 5pg/mL, 50pg/mL y 500png/mL
en muestras triplicadas. La altura de las barras indica el porcentaje de viabilidad frente al
control, que no ha sido tratado con las nanoparticulas y que supone una viabilidad del 100 %
(Eq.5.1). Alli, se puede apreciar que los PC-ISQAC presentan una baja citotoxicidad en las
tres concentraciones propuestas con una desviacién estdndar méxima de 20 %.

Ensayo MTT, células 3T3
140
120

o
<
=

Viabildad (%)

&S
™ ¢

Figura 5.5: Viabilidad MTT para células 3T3 tratadas con PC-ISQAC a concentraciones de
S5uL/mL, 50pL/mL y 500pL/mL.

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con la herramienta PRISM ®8 (GraphPad, San
Diego). Los resultados de viabilidad para las tres concentraciones anteriormente mencionadas
presentan una distribucién normal y una varianza homogénea entre los grupos (Tabla 5.1).
Estas condiciones son necesarias para la prueba ANOVA de un factor [33], en donde se presenta
como hipoétesis nula (Hp) la ausencia de diferencias significativas entre las medias de los grupos.
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Tabla 5.1: Analisis de normalidad y homocedasticidad de los datos de absorbancia para el
ensayo MTT en células 3T3 tratadas con PC-ISQAC

Prueba Shapiro-Wilk Control  500pg/mL  50pg/mL  5pg/mL

W 0.9684  0.8286 0.8013 0.9920

Valor P 0.8651 0.1849 0.1176 0.8295

. Pasa la prueba de normalidad? Si Si Si Si
Prueba Brown-Forsythe

F (DFn, DFd) 2.197 (3, 10)

Valor P 0.1514
Hay diferencias significativas No
en la DE (P <0.05)7

Una vez comprobada la normalidad y la homocedasticidad en los datos, se hace un anélisis
de varianza de un solo factor ANOVA. El valor de significancia es de 0.69 como se observa
en la tabla 5.2. Esto indica que no se debe rechazar la hipdtesis nula [33], es decir, no hay
diferencias significativas entre las medias de los tres grupos de concentracién. Con esta in-
formacion y teniendo en cuenta los resultados de viabilidad celular para el ensayo MTT, se
infiere que es apropiado utilizar la concentracién de PC-ISQAC de 500pg/mL porque mostré
ser no citotoxica para las células 3T3 y no exhibe una diferencia significativa de viabilidad,
frente a las concentraciones de 50pg/mL y 5pg/mL. Una mayor concentraciéon de PC-ISQAC
implica una mayor intensidad de fluorescencia [2], lo que facilita el seguimiento del efecto de
sobrelapamiento en la emisién de los PC-ISQAC y la sonda fluorescente de ROS. Ademds,
siguiendo el postulado de Christensen et al, donde cada punto de carbono es capaz de producir
ROS [5], tener una mayor cantidad de PC-ISQAC, aumenta la probabilidad de generar alguna
de las especies reactivas de oxigeno y por ende, la probabilidad de generar dafio celular.

Tabla 5.2: Analisis de Varianza de un factor (prueba ANOVA) para el ensayo MTT en células
3T3 tratadas con PC-ISQAC.

ANOVA de un factor

F 0.3950
Valor P 0.6900
Existe una diferencia significativa N

. 0
entre las medias?
R cuadrado 0.1163
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5.3 Cuantificacion de ROS

Curva de Calibracion ROS
T T TorTrTTT T

10’ o 0 1 2 3 o
10 107 10 10 107 10” 10

DCFuM
Figura 5.6: Curva de calibracién de ROS presentada en escala logaritmica construida con los
parametros expuestos en la seccién 4.4.1, DCF estandar diluido en medio de cultivo incom-
pleto.

En la figura 5.6 se observan los resultados de la curva de calibraciéon para la sonda fluo-
rescente de ROS con el componente estandar (DCF estdndar). Esta grafica exhibe un com-
portamiento suave y derivable en todo su dominio, ademas, el rango en el que estd definida es
finito e invariante en el tiempo. Con estas caracteristicas se puede reconstruir una ecuacion
que describa el comportamiento de la concentracién (nM) en funcién de la intensidad de la
fluorescencia (RFU). Utilizando la funcién polyfit en MATLAB, se extrae la ecuacién que me-
jor se ajusta a la curva descrita por los puntos marcados en la figura 5.6. Después de testear
ajustes con polinomios de diferentes grados, se obtiene la ecuaciéon 5.2 que presenta un ajuste
del 95 % con los datos.

Concentraciéon(tM) = —4,65 - 107 RFU® + 2,81 - 10 °RFU* + 0,18RFU — 8,35  (5.2)

La tabla 5.3 muestra los valores de intensidad de fluorescencia promedio obtenidos para
las ocho condiciones experimentales descritas en 4.4.2. Alli, mediante la funcién polyval de
Matlab y la euacién 5.2 se estiman los valores de concentracién para cada caso.
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Tabla 5.3: Resultados de la regresion para hallar los valores de concentracion tomando coma
base la intensidad de la fluorescencia.

*Concentracion Con PC-ISQAC Sin PC-ISQAC
oncettracio Concentracion (pM) | RFU | Concentraciéon (uM) | RFU
Caia irradiada Células 129.849 | 733.7 125.1 | 708.7
J Medio 4864 | 21622 5591 | 24642
Caia no irradiada Células 85.97 | 502.3 95.88 | 554.7
J Medio 312.4 1674 283.1 | 1524
10° .
10*F E
Do o
50 = :
102 F ’ E
10[ | il i ] . ‘....H\‘
10 107! 10° 10! 102 10° 10*
DCFuM

Figura 5.7: Resultados para la intensidad de fluorescencia (tabla 5.3) comparados con la curva
de calibracion de ROS (tabla 4.1).

Ea la figura 5.7 se evidencia que los valores calculados para la concentracién de ROS en
las muestras se encuentran bajo la curva de calibraciéon, es decir que, los resultados obtenidos
pueden emplearse para el andlisis estadistico con un valor de confianza del 95 %, que corres-
ponde al porcentaje de ajuste de la ecuacion 5.2 con los datos de la calibracion.

Para estimar el efecto de la fluorescencia de los puntos de carbono en la longitud de on-
da que requiere la emisiéon en la prueba de ROS, se ha medido también la fluorescencia de
los PC-ISQAC dispersados en medio de cultivo incompleto como se observa en la figura 5.8.
Estos datos tienen distribuciéon normal y presentan diferencias significativas con respecto a la
media de las células irradiadas. Asimismo, en la figura 5.8 también se evidencia que los valores
de emision de solamente los PC-ISQAC dispersados en medio y excitados con 430nm, no es
tan significante en comparacion a las medias de cualquiera de las condiciones experimentales
propuestas.
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Tabla 5.4: Resultados de la prueba T para para la concentraciéon de ROS en las muestras
irradiadas de células 3T3 con PC-ISQAC y sin PC-ISQAC.

Prueba t para muestras no pareadas

Valor P 0.7862
Significantemente diferente? (P <0.07) No

. Valor P de una o dos colas? Dos colas

t, df t=0.2900, df=4

Concentracion de ROS pM

1801

160 B Células con PC-IS@AC IRR

140 B Células sin PC-IS@AC IRR

120 B Células con PC-IS@AC irr

100 B Células sin PC-IS@AC irr
Eg B Medio con PC-IS@AC , sin DCEFDA
40
20

0

Figura 5.8: Concentracion de ROS en células 3T3 irradiadas con 365nm y no irradiadas,
tratadas con PC-ISQAC y sin PC-IS@QAC. (IRR: irradiado, irr: sin irradiar.

En aras de dar respuesta a la pregunta de investigacién planteada en 3.1, se emplea una
prueba T en donde se comparan las medias de las concentraciones de ROS en las células 3T3
para la caja irradiada con 365nm. En este andlisis, también se debe probar la normalidad
en la distribucién de los datos. Para esto, se realiza una prueba Shapiro-Wilk, que presenta
valores P de significancia para las células irradiadas con PC-ISQAC y las células irradiadas
sin PC-ISQAC de 0.6133 y 0.7389 respectivamente, comprobando que las muestras si cumplen
con una distribucién normal.

La Hy de la prueba T, al igual que la ANOVA de un factor, es que no existen diferencias
significativas entre las medias de los grupos. No obstante, para este caso no se debe hacer
una prueba ANOVA por la cantidad de muestras agrupadas, ya que, n debe ser mayor a 2 y
para este analisis n = 2 [33]. Con la distribuciéon normal, se asume una distribucién Gausiana
en donde se emplea una prueba T paramétrica para muestras no pareadas. Los resultados de
este analisis se evidencian en la tabla 5.4.
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ROS generadas en las células 3T3
con PC-IS@AC y sin PC-IS@AC

—
[~
>

Bl Células con PC-IS@AC IRR
B (Células sin PC-IS@AC IRR

160
140
120
100
80
60
40
20
0

Concentracion de ROS (uM)

Figura 5.9: Concentracion de ROS en células 3T3 irradiadas con 365nm tratadas con PC-

ISQAC y sin PC-ISQAC.

La figura 5.9 presenta los valores de concentracién de ROS en células 3T3 irradiadas tra-
tadas con PC-IS@QAC y sin PC-IS@QAC. En esta grafica es evidente la similitud en las medias
de los dos grupos, ademas, para el analisis T, el valor de significancia P sugiere que no existen
diferencias en la produccién de ROS para las células tratadas con PC-ISQAC en relacién con
las que estaban solamente en medio de cultivo. Con base en estos resultados, se infiere que
los PC-IS@QAC no exhiben propiedades oxidantes y no podrian ser empleados en como agente
fotodindmico. No obstante, valdria la pena medir la oxidacién de los PC-ISQAC con diferentes
dosis de irradiacién para poderles descartar definitivamente.

Concentracion de ROS pyM

7000 .
B Medio con PC-IS@AC IRR
Z 6000 B Medio sin PC-IS@AC IRR
g 000 B Medio con PC-IS@AC irr
< 4000

B Medio sin PC-IS@AC irr

3000 B Medio con PC-IS@AC , sin DCFDA

-~
L

$ 2000

Concen

1000
0

Figura 5.10: Concentracién de ROS en medio incompleto irradiado con 365nm y sin irradiar,
tratado con PC-ISQAC y sin PC-ISQAC.

Analizando los resultados para la produccién de ROS por el medio de cultivo incompleto, se
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tiene la figura 5.10. Alli se ve una diferencia considerable entre la caja irradiada en comparacién
con la caja no irradiada. Es decir, a simple vista, en el medio hubo una producciéon de ROS
bastante marcada, aiin en comparacion con las células.

Tabla 5.5: Anélisis de Varianza de un factor (prueba ANOVA) para la produccién de ROS en
medio con PC-ISQAC y sin PC-IS@QAC.

ANOVA de un factor

F 31.53
Valor P 0.0001
;Existe una diferencia significativa

. Si
entre las medias?
R cuadrado 0.9221

Esta inferencia se corrobora observando la tabla de la prueba ANOVA que compara las
medias en la produccién de ROS por las muestras que no contenian células. El valor P de
significancia es muy pequeno como se observa en la tabla 5.5, lo que quiere decir que si se
encontraron diferencias significativas entre los grupos. Esto puede explicar en parte el resul-
tados obtenidos en el andlisis anterior para las células. En el medio, no se retiré el fluoroforo
sobrante como si se hizo en las células, ademas, en este montaje experimental no se tuvo un
control sobre la cantidad de nanoparticulas que consiguieron permear la membrana de las
células. Estos dos supuestos pueden representar varios inconvenientes a la hora de tener un
control objetivo sobre los resultados.

No saber cuantos PC-ISQAC quedaron finalmente en el interior de las células es contra-
producente, dado que, pudieron quedar pocas nanoparticulas que no representen un aporte
significativo a la produccién de ROS. Por otra parte, la cantidad de fluoréforo presente en
los pocillos con células pudo ser mucho menor en comparaciéon al que quedd en el medio.
Las células tuvieron solamente 60 minutos para que la sonda de ROS pudiera difundirse a
través de la membrana, pasado este tiempo, el sobrante del pozo fue reemplazado por medio
de cultivo. En los pocillos que contenian medio, la sonda de ROS quedd con su concentra-
cién original, es decir, no se removieron excesos de sonda porque no tiene sentido retirarla, ya
que no tiene como quedar incubada en alguna célula o en algiin mecanismo de almacenamiento.

Otro factor a tener en cuenta es la linea celular empleada. Las células 3T3 podrian poseer
un sistema antioxidante robusto. Por esta razon, valdria la pena probar este mismo montaje
experimental en diferentes lineas celulares como, por ejemplo, lineas tumorales o de diferentes
tejidos. Con este anélisis se tendria una variable de gran impacto para conocer el mecanismo
de generacion de ROS con diferentes condiciones metabdlicas.

En este montaje experimental se tuvo una lampara de 365nm con 8W de potencia, a una
distancia aproximada de la superficie de la caja de 96 pocillos de 20cm. La potencia de la
lampara va decreciendo a medida que aumenta la distancia con su objetivo, este efecto se
explica por la manera en a que esta distribuye la luz. El foco de la ldmpara no es coherente, lo
que quiere decir que la intensidad de la irradiaciéon no se centra en un area especifica sino que
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se extiende por un espacio definido por la apertura de irradiacion. En este caso, otro de los
factores que pudo haber afectado la irradiacion de manera significativa se ilustra en la figura
5.11.

Si la luz no alcanza la base de cultivo de manera directa, como lo es el caso de la figura
5.11, la dosis de irradiacion dependera de la opacidad de la caja de cultivo, dado que las células
se encuentran adheridas en su mayoria al fondo del pocillo, que tiene un area aproximada de
34mm?. Bajo este supuesto, tomando en cuenta la distancia de irradiacién y la potencia de la
lampara, tener un factor de atenuacién puede tener un impacto considerablemente negativo
sobre la eficiencia en la irradiacién, pese a que la caja de cultivo es transparente y esta hecha
con poliestireno de baja opacidad.

Area de cultivo
de 34mm?*

Figura 5.11: Lampara UV con un foco no coherente irradiando una caja de 96 pocillos.

Esta variable puede mantenerse controlada si se dispone de una fuente de 365nm con un
foco coherente. También podria considerarse aumentar la densidad de potencia en la irradia-
cién con una lampara de mayor intensidad o reduciendo la distancia que hay entre la lampara
y la caja de cultivo.
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Capitulo 6

Conclusiones

Las pruebas de caracterizacion éptica y superficial demostraron que la sintesis asistida por
microondas a partir de isoleucina y acido citrico promovio la formaciéon de puntos de carbono
fluorescentes. Estos exhibieron un buen rendimiento de fluorescencia y pocos residuos. Asi-
mismo, el espectro de emisién con una excitacién de 365nm mostré una emisiéon en el azul
que se vio favorecida por los compuestos nitrogenados presentes en la isoleucina y los grupos
funcionales que se observaron en la prueba de FTIR. Los espectros de absorcién y emision se
mantuvieron invariantes en el tiempo, lo que indica la estabilidad quimica y de fluorescencia
de los puntos de carbono sintetizados por PC-M.

Los PC-IS@QAC no exhibieron citotoxicidad en cultivos de células 3T3 a ninguna de las
concentraciones propuestas. La interaccion de los PC-ISQAC no afecté el comportamiento
metabdlico de las células 3T3. Las concentraciones de PC-ISQAC no exhibieron diferencias
significativas entre sus medias, lo que indica que hasta 500pg/mL no se exhibe una reduccién
de la viabilidad metabdlica en las células 3T3. Los resultados de varianza y normalidad, indi-
can que los datos se distribuyen de forma Gausiana y que no existen diferencias significativas
entre las varianzas de los grupos, lo que sugiere condiciones homogéneas para cada condicion
experimental en sus muestras triplicadas.

Los PC-ISQAC no exhibieron propiedades fotodindamicas con la excitacién de 365nm. No
se evidenciaron diferencias significativas entre las medias de produccién de ROS para las cé-
lulas 3T3 incubadas con PC-ISQAC y para las células 3T3 en solo medio de cultivo. Pese a
las buenas propiedades 6pticas de los PC-ISQAC su efecto no representa una diferencia en la
oxidacion de la sonda fluorescente de ROS en ninguna de las condiciones experimentales. La
curva de calibracién para la sonda fluorescente de ROS tuvo buenos resultados de estimacion
en su concentracion para las ocho condiciones experimentales propuestas. Se consiguié cuan-

tificar las ROS producidas en las células 3T3 incubadas con PC-IS@QAC.
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Capitulo 7

RECOMENDACIONES Y
TRABAJOS FUTUROS

7.1 Recomendaciones

En aras complementar el estudio de biocompatibilidad de los PC-ISQAC, es apropiado
realizar ensayos en diferentes lineas celulares. Ademsds, el estudio de generacién de ROS por
los PC-ISQAC, debe realizarse con irradiaciones que le otorguen potencias de excitacion va-
riables a las muestras para concluir que este material definitivamente no es apropiado para
la aplicacién. Asimismo, valdria la pena explorar otras longitudes de onda de excitaciéon y
también puntos de carbono diferentes a los sintetizados en este trabajo.

7.2 Trabajos futuros

A corto plazo se ha planteado evaluar la biocompatibilidad de los PC-ISQAC en lineas
celulares diferentes a las 3T3 para su aplicacion en areas relacionadas con la investigacion
biomédica. Ademds, valdria la pena modificar el montaje experimental propuesto teniendo
en cuenta la distancia de irradiacién, la densidad de potencia entregada a cada pocillo y
encontrando un mecanismo de cuantificacion de nanoparticulas en el interior de las células,
para que en un mediano y largo plazo, se pueda continuar con la idea la nanoplataforma
basada en puntos de carbono como un potencial agente antitumoral.
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