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1. INTRODUCCION

El cancer es el término que se utiliza para designar un amplio grupo de enfermedades que
afectan cualquier parte del organismo; es una alteracion biolégica y genética de las células que
componen los tejidos de los 6rganos. Las células se comienzan a dividir de forma descontrolada,
extendiéndose a diferentes zonas del cuerpo, modificando a nivel sistémico el comportamiento
estructural y funcional. La multiplicacion del numero de células cancerosas llega a generar un
desequilibrio en el organismo, que al no ser tratado ocasiona la muerte [1].

Cuando el cancer se detecta en una fase temprana es mas probable que responda al tratamiento,
lo que podria aumentar las probabilidades de supervivencia, reducir la morbilidad y mejorar
significativamente la vida de los pacientes [2].

En la actualidad, existen distintos métodos para el tratamiento del cancer, entre los cuales se
destacan las intervenciones quirdrgicas, la radioterapia, la quimioterapia, la inmunoterapia y la
terapia hormonal. A su vez, se reporta que, de la totalidad de pacientes que acuden a estos
tratamientos oncoldgicos, mas del 50% recibe radioterapia, lo que la cataloga como uno de los
métodos mas usados para el tratamiento del cancer [3].

La radioterapia actta imposibilitando la migracién y proliferacion celular a partir de uso de la
radiacion de alta energia, la cual ejerce un efecto directo sobre el ADN nuclear proporcional a la
dosis de radiacion ionizante [4].

No obstante, se han evidenciado limitaciones y variables que deben ser estudiadas, como la
disminucion de los efectos secundarios en el tejido sano y el efecto radioresistente de las células
tumorales. Para superar estas limitaciones se hace uso de agentes radiosensibilizantes, los
cuales pueden ser compuestos 0 nanomateriales que, al interactuar con las células cancerosas,
concentran el efecto de la radiacién sobre estas, aumentando la eficiencia del tratamiento y
disminuyendo la afectacion del tejido sano [5].

Entre el uso de nanomateriales sintetizados o dopados con metales pesados, se encuentran las
nanoparticulas de oro y las nanoparticulas de plata que han mostrado sensibilidad al ser un tipo
de nanomateriales que aumentan la generacion de emisiones secundarias sometiendo las
células a una irradiacion de fotones de alta energia sin afectar las células sanas [6], [7]. No
obstante, sus concentraciones en los diferentes tejidos se elevan, siendo desfavorable para el
comportamiento celular [8]. Por esta razdn, se han estudiado otros elementos quimicos que
puedan ser utilizados para complementar las propiedades de los nanomateriales, encontrando
entre ellos los lantanidos, como el gadolinio (Z=64), que presentan un alto nimero atomico.

Este potencial radiosensibilizante con el que se puede dopar nanoparticulas con baja
citotoxicidad y biocompatibilidad, mejoran la eficacia entre dosis localizada y dafio celular, ya que
cumplen el mismo efecto de aumentar la generacion de re-emisiones secundarias cuando se
someten a una irradiacion de fotones de alta energia, disminuyendo el efecto secundario en tejido
sano y aumentando el control de la dosis del tratamiento en las células cancerosas [9].

Con el objetivo de aprovechar las propiedades del gadolinio, el cual también es un elemento de
estudio frecuente en agentes de contraste, se estudia su funcionalizaciébn en la superficie,
pasivacion o dopaje en los puntos de carbono. Estos Ultimos son nanoparticulas con un tamafio
inferior a 10 nandémetros, los cuales se caracterizan por poseer beneficios como la sintetizacion
y funcionalizacién superficial sencilla, baja citotoxicidad y biocompatibilidad [10], [11]. Los puntos
de carbono, ‘carbon dots’, ‘CDs’ 0 ‘PC’, han surgido como una alternativa novedosa frente a otras



nanoparticulas debido a sus propiedades fotoluminiscentes, estructurales y funcionales que
permiten interacciones fisicoquimicas a nivel molecular y celular [12]. También se destaca la
participacion de los PC en aplicaciones de disefio de nanoplataformas multifuncionales para
encapsulacion en la liberacion de farmacos, como medios de contraste y, en este caso en
particular, en la radioterapia [13], [14].

Sin embargo, es necesario realizar estudios de citotoxicidad de los puntos de carbono que
contienen gadolinio y de la nanoplataforma completa, para que su interaccion no afecte el
comportamiento estructural y funcional de las células. Durante su proceso de sintesis y
funcionalizacion, los PC pueden generar respuesta adversa en las células debido a que, se
relacionan con agentes quimicos y fisicos que pueden afectar la proliferacion y viabilidad celular.
Llegando a ser indispensable corroborar el efecto que tienen estos nanomateriales sobre las
células [15].

Ademas, se debe verificar que, disminuya la liberacién de los iones gadolinio al estar en el
dopado de los puntos de carbono, ya que, se ha reportado en investigaciones relacionadas a los
iones gadolinio como agente de contraste, que aumenta la toxicidad en los pacientes con
deficiencias renales y pueden inhibir los canales de calcio conduciendo a fibrosis [14]. Por esta
razén, se han disefiado pruebas que miden la viabilidad celular infiriendo procesos secundarios
como evaluar su efecto citotoxico [15], [16], [13].

Este trabajo realizado en conjunto con los semilleros SYNERGIA y SiBIO de la Universidad del
Rosario, que hace parte de un proyecto macro relacionado con el tratamiento del cancer por
radioterapia, junto a Concordia University Canada, Université Cote d'Azur Francia y el centro de
control del Cancer, se cimenta en la realizacion de estudios de citotoxicidad basados en ensayos
MTT cuyos resultados seran discutidos utilizando principalmente el analisis bayesiano. Puesto
que, en estudios anteriores, se ha evidenciado que, al solo incluir la informacién obtenida por la
cantidad de repeticiones establecidas en los ensayos MTT, el analisis ha sido variable,
dificilmente comparable y, por consiguiente, ambiguo en su veracidad.

Este modelo condicional, que demuestra si la cantidad de pruebas realizadas generan una buena
potencia estadistica, se va a complementar en el andlisis estadistico, para que se permita
cuantificar el nUmero de pruebas necesarias que se deben realizar para respaldar los resultados
de la evaluacién de la citotoxicidad de PC: Gd*" y PC en la linea celular VERO vy el cultivo de
células primarias de un paciente con tumor glial.

1.1. Estado del arte

El cancer es un término relacionado con un grupo extenso de enfermedades originadas
condicionalmente por el crecimiento descontrolado de células, en casi cualquier tejido del cuerpo
humano [21]. Esta formacién de células puede llegar a extenderse a diferentes zonas a la de
origen, llegando a cambiar la morfologia y el comportamiento de las células hasta generar la
muerte del organismo donde se desarrollan [22]. De acuerdo a las estadisticas de los afios de
vida ajustados por discapacidad (DALYSs), el cdncer representa la mayor carga a nivel clinico,
economico y social [23], [24] y, segun el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer,
se reportaron que para el afio 2020, habria 19,3 millones de casos nuevos de cancer y casi 10
millones de defunciones [23].

Para el tratamiento del cancer se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas, entre las
que se incluyen las intervenciones quirdrgicas, la radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia,
terapia hormonal, entre otros. Sin embargo, la radioterapia hace parte de los tratamientos mas



utilizados, con el manejo en mas de la mitad de los pacientes con cancer, incluyendo a los
pacientes a quienes se les realiza cirugia [24]

1.1.1. Radioterapia
La radioterapia es un tratamiento del cancer que se ha utilizado para controlar la proliferacion de
las células cancerosas. A partir de la administracién de radiacion de fotones de alta energia,
como rayos X, rayos gamma (y) o particulas subatémicas que tienen un efecto lesivo directo
sobre el ADN nuclear, se mide el desarrollo de la eficacia de la radioterapia respondiendo al dafio
producido en las células cancerosas con el foco del tratamiento, la intensidad necesaria para
eliminarlas y disminuir la afectacion de las células sanas [25]

Entre las alternativas estudiadas para complementar la radioterapia, se encuentra el uso de
radiosensibilizadores, especificamente los puntos de carbono, los cuales han surgido como una
estrategia reciente estudiada, que presentan caracteristicas con un potencial de efectividad y
de baja toxicidad, entre otros beneficios [26]

1.1.2. Puntos de Carbono
Uno de los métodos que se han encontrado para mejorar las caracteristicas del tratamiento del
cancer por radioterapia es la incorporacién de nanomateriales que permiten focalizar la radiacion
expuesta y aumentar los resultados de efectividad del tratamiento al cancer [27]

Los PC son nanoparticulas de tamafio inferior a 10 nanOmetros con propiedades
fotoluminiscentes, gracias a la conformacion de sus a&tomos de carbonos sp2 y sp3 favorecen la
absorcion y emision de luz en el espectro UV-Vis. Los PC han sido de interés para la investigacion
en la biologia y la medicina, estudiando sus propiedades estructurales y funcionales que permiten
interacciones fisicoquimicas a nivel molecular y celular [28], siendo participes en el disefio de
nanoplataformas multifuncionales para encapsulacion en la liberacién de farmacos, como medios
de contraste y en la radioterapia [29]. Ademas, han mostrado una mejor biocompatibilidad
respecto a otros materiales, con procesos de sintesis mas sencillos y econémicos.

Los puntos de carbono presentan propiedades quimicas, eléctricas y 6&pticas que,
complementados con elementos de nimero atdmico alto, permiten su uso en radioterapia para
mejorar la respuesta al tratamiento, aumentando la radiosensibilidad y la deteccion de células
cancerosas [30]. Un ejemplo de ello es el gadolinio, el cual, ademas de ser un elemento que es
ampliamente utilizado en medios de contraste para resonancias magnéticas, es empleado en el
dopaje de PC. Esta complementacion de los PC junto con los iones de gadolinio permite controlar
los efectos secundarios que pueden ocasionar los iones u otras nanoparticulas a nivel
sistematico en el cuerpo, al mismo tiempo que aumenta el dafio celular y la dosis localizada en
las células cancerosas [31][32]

Las propiedades de absorcion de los puntos de carbono, que hacen parte de las propiedades
Opticas, estan influenciadas principalmente por el contenido de grupos funcionales superficiales,
el tamano de los dominios conjugados 11 y los cambios en el contenido de oxigeno/nitrégeno del
nucleo de carbono. Los PC generalmente exhiben una fuerte absorcién en la region ultravioleta
entre 200 y 400 nm, que puede extenderse a la region visible e incluso, caracterizarse con
emision roja o NIR, al rango de 500 a 800 nm [33], [34].

Como una de las propiedades més atractivas de los PC, esté la fluorescencia. Los PC emiten
fluorescencia azul o verde, sin embargo, estudios han demostrado con éxito que, abundantes
fuentes de carbono y diversos métodos sintéticos promueven los comportamientos de
fluorescencia de los PC, permitiendo modificarlos dependiendo el interés de la investigacion [34]



1.1.3. Pruebas de Citotoxicidad

Para estudiar la biocompatibilidad y viabilidad celular de agentes externos que al interactuar con
las células pueden afectar su comportamiento, se realizan pruebas bioldgicas in vitro, en las que
se encuentran las pruebas de citotoxicidad. Se han utilizado diferentes lineas celulares sanas y
cancerosas, como las de fibroblastos embrionarios de Raton (3T3-11) o las células epiteliales de
rindn de mono verde africano (VERO); y lineas celulares tumorales, como, adenocarcinomas de
diferentes zonas del cuerpo del ser vivo; generalmente, de ratbn, mono y humano [35], [36]

Las pruebas de citotoxicidad para evaluar la viabilidad celular se clasifican en 4 tipos de ensayos,
dependiendo el método utilizado y el resultado obtenido; los ensayos luminométricos unidos a la
produccion de ATP, el cual reacciona con la luciferina si hay células vivas luego de los efectos
de las condiciones en estudio, los ensayos fluorométricos como los ensayos que utilizan
sustratos fluorogénicos para detectar la reaccion enzimatica cuando las células mueren, los
ensayos que excluyen colorante por la permeabilidad de la membrana celular como el ensayo
de azul tripano que es impermeable en células vivas, y los ensayos colorimétricos, como el
ensayo MTT y XTT que, evallan la viabilidad celular por medio de su actividad metabdlica, en
donde las enzimas de las células viables reducen un reactivo cromogénico formando un producto
con un color especifico[37], [38].

1.1.3.1. Ensayo MTT

El ensayo MTT hace parte de los ensayos colorimétricos que utilizan la actividad metabdlica para
evaluar la viabilidad celular. Las células reducen el reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), lo que da como resultado la formacién de los cristales de
Formazan, principalmente en la mitocondria a partir de la enzima succinato deshidrogenasa y
otras deshidrogenasas [39]. Posterior a la recoleccion de las pruebas MTT, se realiza un analisis
estadistico en el cual el objetivo es verificar la parametricidad de los datos de absorbancia
tomados de la produccion de formazan. Esto se logra realizando una prueba de normalidad
seguida de métodos estadisticos de comparacion de datos como la prueba de t de Student para
comparar las medias y analizar los resultados [40].

Las aplicaciones del ensayo MTT estan relacionadas con el estado celular como la viabilidad, la
toxicidad y el metabolismo celular, que ha estado enfocado en que el proceso se lleva dentro de
la mitocondria, sin embargo existen investigaciones con la influencia de agentes quimicos y
deshidrogenasas, dentro y fuera de la mitocondria que también influye en la reduccion del
reactivo de MTT, siendo necesario seguir con la exploracién del ensayo, ya que es utilizado para
determinar si la exposicion de sustancias externas pueden generar o no, la muerte celular [41]

Si bien, el ensayo MTT es utilizado con frecuencia para inferir la citotoxicidad en las células, se
han revelado otras limitaciones del ensayo y factores que pueden influir en los resultados y
afectar su interpretacion [42]. Entre las variables que se han evaluado se encuentran el nUmero
de siembra de células, el tiempo de incubacidén de los agentes que se estan evaluando, la
composicion de los medios de cultivo celular, el tiempo de incubacion del reactivo MTT, teniendo
en cuenta los errores técnicos. Otros factores relacionados en el ensayo MTT con la reduccion
del reactivo, son las moléculas fisico-quimicas y enzimas que interactian en las diferentes
actividades celulares entre el espacio intramembranal de la mitocondria y de la célula en general
[40]. Por esta razdn, es necesario seguir estudiando la prueba y la interpretaciéon de los datos
para evitar conclusiones engafiosas.



En el caso del analisis de los datos, por lo general, se utilizan pruebas que parametrizan los datos
experimentales a partir de la formulacion frecuentista estadistica. Las pruebas estadisticas que
se utilizan para complementar los resultados de las pruebas de citotoxicidad son, la prueba de
normalidad, la ANOVA, t Student y d Cohen. Se puntualizan los parametros y exhiben intervalos
de confianza estaticos que, dependiendo el manejo dado, se pueden malinterpretar y disminuyen
la confiabilidad del estudio. Dependiendo el objetivo de la investigacion, la informacion es limitada
para argumentar la variabilidad de la prueba y mejorar la importancia de su eficacia [14], [15]
[30].

En el ensayo MTT realizado a los puntos de carbono sintetizados en el estudio de Liu et al. [38],
se reporta que estos presentaron una baja citotoxicidad. Aungque esta sea una caracteristica
deseable, la literatura hace una invitacion a seguir profundizando, ya que los factores que evitan
la dilucion de los cristales de Formazan, es con el uso de nanotubos de carbono, generando
inconsistencias si se comparan con los resultados con puntos de carbono. En el caso de
Rodriguez [15] [35], registra una diferencia significativa de mas del 200% entre las desviaciones
estandar de las 2 réplicas técnicas con triplicados desarrolladas de las pruebas, impidiendo su
analisis e interpretacion, concluyendo que se necesita revisar el procedimiento llevado a cabo en
el ensayo MTT y explorar otros factores utilizando diferentes concentraciones y diferentes
tiempos de exposicion que evalien la adquisicion de resultados mas congruentes y
representativos.

1.1.4. Analisis Estadistico Bayesiano

Continuando con las observaciones realizadas por las diferentes investigaciones referenciadas,
entre los aspectos que menos han sido evaluados, se encuentran las diferentes formas de
interpretacion de los datos y su andlisis estadistico, que permiten sustentar la base teérica y
practica que se esta investigando, siguiendo el protocolo ya establecido tanto para la prueba
MTT como para la sintesis, caracterizacion y funcionalizacién de los puntos de carbono. En este
caso, es de utilidad el conocimiento y desarrollo del andlisis bayesiano, complementario al
andlisis de varianza y normalidad que se les realiza a los datos, descrito mateméticamente a
partir de la ecuacion 1. [40], [41], [42]

P(B|A)+P(4)

P(4|B) = "L

1)
Donde:

e P(A) es la probabilidad que ocurra el evento A;

e P(B) eslaprobabilidad que ocurra el evento B, siendo B la probabilidad total e incluyendo
todos los eventos de la probabilidad de B, es decir, la suma de probabilidades de los
eventos Y-, P(B|A;) * P(4))

e P(A|B) es la probabilidad que ocurra el evento A dado que ha ocurrido el evento B;

e P(BJA) es la probabilidad que ocurra el evento B dado que ha ocurrido el evento B;

Con el uso de un analisis Bayesiano, podemos incluir datos experimentales provenientes de
conocimientos previos, teéricamente y por medio de la intuicién [41], la cual es informacion que
permite calcular valores de los parametros y describir la incertidumbre, con la informacién que
se va obteniendo y la que se incluye, realizando una distribucion de probabilidad [42]. El ajuste
y la posibilidad de reducir la incertidumbre son una opcién para mejorar la fiabilidad de los
resultados.



2.1.

2.2.

2. OBJETIVOS

General

Estudiar la citotoxicidad con el ensayo MTT de PC y PC: Gd*" en el cultivo de células
primarias de un paciente con tumor glial y en la linea celular VERO.

Especificos

a) Establecer los parametros de la prueba de citotoxicidad con el ensayo MTT,
identificando los factores necesarios para determinar la validez de la prueba

b) Realizar pruebas de citotoxicidad de PC y PC: Gd** por medio del ensayo MTT en la
linea celular VERO vy el cultivo de células primarias de un paciente con tumor glial.

c) Analizar la validez del ensayo MTT por medio de la prueba estadistica bayesiana

d) Establecer el efecto de las pruebas citotoxicas para identificar el nimero de pruebas
que permiten determinar la validez de la prueba de citotoxicidad con el ensayo MTT.



3. METODOLOGIA

Para la realizacién y cumplimiento de los objetivos, la metodologia del presente trabajo se divide
en 3 fases (Figura 1). Esta metodologia inicia con el proceso de sintesis de PC y PC: Gd** a
partir acido citrico, urea y acido dietilentriaminopentaacético de gadolinio como precursores de
carbono, nitrégeno e iones gadolinio respectivamente. Se continGa con la ejecuciéon de las
pruebas de citotoxicidad que tiene como objetivo la recoleccion de datos para su posterior
analisis y, finalmente, la etapa de interpretacion estadistica y conclusién de los datos obtenidos
para establecer la cantidad de pruebas necesarias que determinen la validez de la prueba de
citotoxicidad con el ensayo.

Figura 1. Diagrama de flujo de las fases del proyecto
3.1. Sintesis y caracterizacién de PCy PC: Gd3*

El procedimiento de sintesis de PC y PC: Gd*', se basa en la investigacion en curso de la
estudiante Natalia Ochoa de la Maestria en Ingenieria Biomédica, programa de la Universidad
del Rosario en convenio con la Escuela Colombiana de Ingenieria Julio Garavito. Los PC se
sintetizan por medio del método de reaccién por microondas (Anton Paar, Microwave 50), a
partir de 1,2 g de urea (Sigma Aldrich, 99,5%), 0,6 g de &cido citrico monohidratado (Scharlau),
gue es una relacion 2:1 respectivamente y utilizando 6mL de solvente N, N dimetilformamida
(Scharlau). En el caso de los PC: Gd*', se agrega 0.09 g de sal de dihidrégeno hidratada de
acido dietilentriaminopentaacético de gadolinio, correspondiente a un porcentaje de peso de
Gd3+ de 5% y 0.5 mL de agua destilada, manteniendo la masa (1.8 g) y el volumen total (6mL)
de la reaccion respecto a la primera sintesis.
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En las figuras 2 y 3 se presentan los esquemas generales del proceso sintético de PCy PC:Gd?*.
La mezcla de los reactivos se sonica por 20 minutos (Elmasonic Easy 30H), posteriormente
reacciona en el reactor microondas a 200°C por 5 minutos. El producto de la reaccion es
centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, seguido por el filtrado del sobrenadante de la muestra



centrifugada con filtro de 0.22 um. El filtrado es dializado por 24h contra agua destilada. El
dializado es secado en horno convencional a 100 °C por 12 h. Posteriormente, se realizan un
lavado con etanol y acetona que se describe en la figura 4. El producto final es secado en horno
convencional y almacenado en nevera a 4 °C.
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Figura 4. Diagrama del procedimiento de lavado de los PC y PC: Gd®*

Para la recoleccion de las nanoparticulas se estructuré un sistema por dias en el que se realizé
la sintesis, purificaron y secado descrito en el esquema general de proceso de sintesis (Figura
3), comenzando con la sintesis de puntos de carbono sin dopar, seguido por la de puntos de
carbono dopados con iones gadolinio, tal como se puede observar en Figura 5.
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Figura 5. Cuadro y gréfica resumen del trabajo semanal realizado en el laboratorio para la sintesis de PC y PC:

Gd3+




3.1.1. Caracterizacion de las propiedades épticas de los PCy PC: Gd®*

Para evaluar la absorcion y emisién los PC y PC: Gd** se empled el espectrofotometro FLAMES-
S-XR1-ES, junto con una fuente de luz de deuterio y lamparas halégenas, y el software Ocean
View.

Para los espectros de absorcién se tomaron medidas en un rango de 200- 550 nm, utilizando
una celda de cuarzo de 1cm de paso Optico. Los datos obtenidos fueron procesados con el
sofware Origin Lab ®. Las concentraciones de las soluciones usadas para evaluar los espectros
de absorcién PC y PC: Gd®** fue de 0.05 mg/ml para ambas. El esquema del montaje experimental
de absorcién se muestra en la figura 6. Para la obtencion de los espectros de fluorescencia se
uso el espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES con su equipamiento de luz monocromatica de
365nm, 405nm, 533nm y 635nm y su software Ocean View. Los espectros fueron medidos
usando las mismas soluciones usadas para la caracterizacion de los espectros de absorcion. El
esquema del montaje experimental de fluorescencia se muestra en la figura 7.

Por ultimo, el espectro FTIR de los puntos de carbono secos es obtenido por el espectrometro
FTIR Nicolet iS5 de ThermoScientific, que mide la cantidad de energia absorbida luego de la
generacion de las vibraciones entre los elementos que compone los puntos de carbono,
permitiendo conocer los grupos funcionales presentes [43]
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Figura 6. Esquema del montaje del espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES configurado para medir espectros de
absorcién
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Figura 7. Esquema del montaje del espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES configurado para medir espectros de
fluorescencias

3.2. Pruebas de citotoxicidad

Inicialmente, los PC y los PC: Gd*" se dispersan en agua destilada filtrada manteniendo una
concentracion de 5 mg/mL y posteriormente, las soluciones son filtradas con un filtro estéril de
0.22um

Para los estudios de viabilidad celular se utilizaron un cultivo de células primarias de un paciente
con tumor glial (G200) y la linea celular VERO, caracterizada por ser células epiteliales del rifion
de un mono verde africano, las cuales se conservan en crioviales congelados a -80 °C en
nitrogeno liquido. En primer lugar, se descongelan en forma rapida en el bafio serolégico a
37°C para transferirse a un falcon estéril con medio de cultivo (DMEM) complementado con
suero bovino fetal y antibiético (Primocin). Esta suspensiéon celular es centrifugada a 1500
rpm durante 10min a temperatura ambiente para descartar el sobrenadante y resuspender
el pellet con aproximadamente 200000 células en 10mL de medio DMEM completo.
Posteriormente,se transfieren a un plato de cultivo y se incuban con una temperatura de
37°C y 5% de CO? por 24 horas.
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Figura 8. Esquema general del procedimiento del ensayo MTT

Para evaluar la toxicidad de los PC y PC: Gd*" en las células tumorales, se lleva a cabo el
protocolo del ensayo MTT, resumido en la figura 8. Las células sembradas se exponen a las
concentraciones que se van a evaluar de (5, 50, 150 y 250) yug/mL, el control positivo, es la
exposicion de las células al tratamiento con perdxido de hidrégeno y el control negativo, las
células sin ninguna exposicion a tratamiento. Las condiciones se repiten cada una en 3 pozos
para adquirir sus 3 respectivas replicas técnicas. Pasado un periodo de incubacién de 24 h, se
aflade 20 uL de la solucién de MTT compuesto del reactivo MTT y PBS a una concentracion de
5mg/mL y se incuba nuevamente 3 horas para que sea metabolizado.

Se succiona el medio y adecuan los pozos agregando 200 uL de DMSO para que, finalmente,
se lea la densidad o6ptica, midiendo el producto resultante a 560nm y 670nm en el Lector
Multimodal Cytation 3 (Figura 9) [35]

Figura 9. Representacion del equipo Cytation 3



3.3. Analisis estadistico

Con la finalidad de comparar los ensayos realizados, se recopilaron al menos 3 réplicas,
correspondiente al numero total de pruebas alcanzadas para la linea celular VERO vy el cultivo
de células primarias G200. Posteriormente, se realizan cinco pruebas estadisticas para el analisis
de las pruebas de citotoxicidad.

Comenz6 con la prueba de normalidad, que determiné si los datos son paramétricos y sus
distribuciones presentaron un comportamiento normal, seguido por las pruebas ANOVA, que
compararon los resultados entre las 10 variables determinadas para el ensayo MTT. Las cuales
son, el control negativo, el control positivo, las concentraciones de (5, 50, 150 y 250) ug/mL de
PC y las mismas concentraciones de PC: Gd**. A partir de la prueba de variabilidad se adquirieron
valores relevantes para el andlisis como los promedios de las réplicas, los valores p (un p >0.05,
prueba estable) y F (un F cercano a 0, poca variabilidad).

Las pruebas T student y Cohen d, se ejecutaron para examinar las diferencias de la viabilidad
celular entre concentraciones y si afectan este cambio de la viabilidad.

Finalmente, se realiza la prueba bayesiana utilizando los datos del control negativo como
referencia para comparar las diferencias de los datos arrojados por cada una de las
concentraciones de los PC y PC: Gd®* en las 2 lineas celulares trabajadas, que a partir de sus
resultados determind si el nUmero de pruebas de citotoxicidad realizadas evidencié una buena
potencia estadistica.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en las etapas planteadas en la
metodologia. Contiene el establecimiento de los parametros necesarios para realizar las pruebas
de citotoxicidad, incluyendo las caracteristicas de los PC y PC: Gd®*, los cuales van a ser los
tratamientos que se van a evaluar a diferentes concentraciones, los resultados de las pruebas
de citotoxicidad a partir de los ensayos MTT y finalmente el andlisis entre todas las pruebas.

4.1. Sintesis y caracterizacién de los PCy PC: Gd**

Tabla 1. Tabla con los pesos, la suma y el promedio de las masas obtenidas de PC y PC: Gd3*

Masas de PC (mg) Masas de PC: Gd** (mg)
4 3,1 51 5,7
4,4 3,5 5,7 4,9
3,5 5 3,5 4,8

4 6 5,2 3
4,8

Suma de masas

32,3 30,1
Promedio de masas
4,04 5,02

Al finalizar el proceso de sintesis, se obtuvo un valor de masa promedio entre 4 a 5 mg, en una
relacion de 6mL de mezcla inicial antes de reaccionar, el cual se determin6 con los valores de
masa final descritos en la tabla 1 y permitié seguir con la obtencién de los resultados de las

propiedades 6pticas de los PC y PC: Gd®*.
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Figura 10. Espectro de absorcion de PC y PC: Gd3*




Los espectros de absorcion obtenidos de la espectroscopia por absorbancia de los PC y PC:
Gd®*, se visualizan en la figura 10. Realizando la comparaciéon entre las dos sefiales, se
mantienen las tres bandas caracteristicas de los PC estudiados, correspondientes a las
interacciones entre los enlaces C=C, C=0 y C=N, respectivamente. Estas interacciones se
producen entre los elementos que aportan los reactivos precursores de la sintesis, formandose
en el nicleo y en la superficie de los puntos de carbono [44]. Es importante sefialar que, aunque
los puntos de carbono con iones gadolinio fueron modificados al agregarles el precursor de este
elemento complementario no afectd la estructura y la formacién de las bandas. Ademas, su
disminucion de la intensidad es evidenciada por la formacion de enlaces que disminuyeron al
interactuar con los iones gadolinio.
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Figura 11. Espectro de fluorescencia de PC y PC: Gd3*

A partir de la exposicién de las longitudes de excitacién de 365 nm en PC y PC: Gd*" se reportan
los rangos que abarca la fluorescencia de 400nm a 700nm y en la longitud de 405nm un rango
de 430nm a 730nm, presentando diferencias en el aumento de intensidad generado por PC
respecto PC: Gd*" con el diodo de 365nm y a 405nm (Figura 11).

En la figura 12, se visualiza el espectro infrarrojo de los PC y los PC: Gd** que permite conocer
los grupos funcionales superficiales. EI comportamiento de las vibraciones evidenciado entre los
PC y PC: Gd*" es comparable y similar, debido a que presentan los mismos componentes de
sintetizacién, y a pesar de la pasivacion realizada al segundo tipo de puntos de carbono. Los
grupos funcionales encontrados en la superficie de los PC son los acidos carboxilicos, radicales
metilos y las amidas, provenientes de los reactivos, acido citrico y dimetilformamida, que dominan
una banda amplia e intensa aproximadamente de 3400 a 2400 cm? y corresponde a las
vibraciones tipo tension de los enlaces O-H, C-H y N-H. Este tipo de vibraciones se caracterizan



por los cambios entre la distancia de los atomos que interactidan. Los grupos funcionales
presentes entre las vibraciones generadas en 1690 cm™ y 1500 cm™ se visualizan gracias a las
vibraciones de los enlaces C = O de grupos carbonilos y, aminas arométicas con enlaces C = N
y N =0 [43].
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Figura 12. Espectro de FTIR de PC y PC: Gd3*
4.2. Pruebas de citotoxicidad

Para las pruebas de citotoxicidad, se realizé el ensayo MTT con las células cancerosas del cultivo
primario de un tumor glial nombrado G200 y la linea celular VERO en condiciones normales,
utilizada como representacion de las células sanas. Cada prueba se realiz6 en 3 dias en total
(Figura 13).



Figura 13. Imagen de microscopio de cultivo primario de un tumor glial nombrado G200 y la linea celular VERO en
condiciones normales.

El primer dia correspondié al sembrado de células y procedimiento de mantenimiento celular
para posteriores pruebas (Figura 14)
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Figura 14. Diagrama del proceso realizado en el dia 1 del ensayo MTT e imagenes reales de microscopio de cultivo
primario de un tumor glial nombrado g200 y linea celular VERO

Los parametros principales para la ejecucion de las actividades del dia 1, comprendieron que,
primero, la confluencia del cultivo celular estuviera en un valor superior al 70% y/o con la cantidad
superior de 500000 células para el desarrollo de la prueba y la reserva para pruebas posteriores;
gue dependia de la frecuencia de ejecucion de pruebas entre la semana, ya que por cada prueba
de MTT se necesitaron 350000 células contadas.



Seguido, la permanencia de las condiciones que no afectara el comportamiento celular con la
preparacion de los materiales e instrumentos que se utilizaron, en los que se incluyen, los
protocolos de trabajo en el area de cultivo y la temperatura de 37°C con la que se trabajo para
manipular las células en los diferentes procedimientos.

Dentro del sembrado celular en la caja de 96 pozos y el pase celular, se desplegaron los pasos
en comun de mantenimiento celular, con la limpieza de las células que estan adheridas a la caja
Petri, continuado por la separacion de las células que permite efectuar el conteo y la distribucion
para los dos procedimientos, gracias al efecto la solucibn de enzimas proteoliticas y
colagenoliticas (Accutase) incubando a 37°C por 5 min para esperar la respuesta celular de
desprendimiento celular.

El contador de células permitié determinar la cantidad de volumen necesario que contenian las
300000 células para los 30 pozos de la prueba, que dependi6 de la viabilidad celular calculada
por el software, utilizando la cadmara de Neubauer. Esta alicuota medida se dispersaba
homogéneamente en el DMEM necesario para alcanzar el volumen total de 6 mL que disminuye
los errores entre las réplicas, distribuyendo 200 yL con aproximadamente 10000 células por cada
pozo.

Adicionalmente a la posterior incubacién que se les realizé a las células para su adherencia, los
dias 1 de la prueba culminaron con la distincion de las cajas marcando el nimero de pase
realizado y la nominacién de las células utilizadas, trabajando en un rango de pases celulares
del sexto al doce.

El segundo dia, se incorporaron los tratamientos con los puntos de carbono que comienzan a
interactuar con las células, a las concentraciones de (5, 50, 150 y 250) pug/mL, teniendo en cuenta
gue se establecieron el control negativo como las células sin puntos de carbono y el control
positivo, exponiendo a las células, la solucion de medio DMEM con peréxido de hidrégeno al
10%. (Figura 15)

Del mismo modo que en el dia 1, fue primordial brindarles a las células una interacciéon que
mantenga las condiciones de temperatura y cumpliendo los protocolos de trabajo en el area de
cultivo. Posterior a la preparacién de los materiales, los instrumentos y el espacio, se desecho el
medio de las células adheridas sembradas en los dias 1 y como se observa en la figura del dia
2 se agregaron 3 réplicas técnicas de 200 pL de cada concentracién de PC y PC: Gd®*.
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Figura 15. Diagrama del proceso realizado en el dia 2 del ensayo MTT e imagen real de aplicacion de medio con
células en Caja de 96 pozos, comparable a la aplicacién de medio con PC y PC: Gd3*

En el Ultimo dia, se cumplié con la medicién de la densidad Optica de la cantidad de formazan
proveniente de las células que sobrevivieron o no al tratamiento con los PC como se observa en
la figura 16.
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Figura 16. Diagrama del proceso realizado en el Dia 3 del ensayo MTT e imagenes reales de la caja de 96 pozos,

antes y después de la incubacién que permitié la formacion de formazan a partir de la metabolizacion mitocondrial
del reactivo MTT




La primera parte de tercer dia y al igual que en los dias anteriores, se preservaron las condiciones
de temperatura de los materiales y el espacio, siguiendo con la preparacién de la concentracion
del reactivo MTT que fue agregado a continuacién, aplicando 20 pL en cada pozo.

Pasadas las 3 horas de incubacion, la tonalidad del medio con el reactivo MTT cambié de rosado-
naranja a naranja-café, variando la intensidad visible de la coloracion dependiendo la
concentracion observada, proveniente de la coloracion violeta representativa de la produccién
de Formazan. Esta variacion caracteristica se mantuvo luego del desecho del medio de los
pozos y la mezcla homogenizada del producto resultante con 200 UL de DMSO por cada pozo.

4.3. Analisis estadistico

En los anexol y anexo2, se incluyen los resultados de los valores normalizados de todas las
pruebas realizadas, con los dos cultivos que se emplearon, 6 ensayos MTT con G200 y 3
ensayos MTT con VERO. Adicionalmente, en la figura 17 se muestran los resultados obtenidos
por uno de los ensayos MTT que se realizaron para evaluar el efecto citotoxico de los PC y PC:
Gd®.

Z
w

mPC ®PC:Gd3+ )
120 120

S 3
S 100 = 100
= =
8 8o 3 80
© ©
g 40 S 40
> s
20
N < 20 i
0 0 i
150 250 C+ 150 250 C+
C)
120
3
= 100
(<]
O 80
3
3 60
E 40
> [ i
0
C- 5 250 C+

Concentraciones (ug/mL)

Figura 17. Graficas de barras de error de la medicion de la absorbancia del formazan para los ensayos MTT en
células A) G200-prueba 1, B) G200-prueba 3 y C) VERO-prueba 1

Como se contempla en la figura 17 y comparando las graficas A y B, a medida que se realizaron
las pruebas de citotoxicidad, se evidencio la disminucion de las desviaciones estandar que
proviene de la ensefianza y préctica de la ejecucion de los ensayos MTT.



Refiriéndose a las variables estudiadas, la conducta general de los resultados de la formacién
de formazan en PC: Gd3+, a medida que aumentaba las concentraciones evidenciaron un
descenso mas pronunciado respecto a los resultados en PC y, si se considera desde los dos
grupos de células estudiadas, entre las variables se exhibo un comportamiento similar.

Luego de la recopilacion de datos, en los anexos 3y 4, las pruebas estadisticas que se llevaron
a cabo incluyeron, el analisis de 3,4,5 y 6 réplicas realizadas para el cultivo de células primarias
G200 y el analisis con 3 réplicas para la linea celular VERO.

4.3.1. Prueba ANOVA
La prueba ANOVA se hizo con el objetivo de hacer el andlisis de varianza entre réplicas para
evaluar cdmo se distribuyeron los resultados y si es posible, realizar mas pruebas o si a partir de
los datos recolectados, se deducia que no eran comparables. Teniendo como marco de
referencia el comportamiento de los resultados del control negativo y el control positivo, para
confirmar y desestimar la ultima declaracién y darle sentido el realizar las pruebas posteriores.

Haciendo alusion a los resultados de viabilidad celular sin exposicién a ninguna de las
concentraciones con PC y PC: Gd**, con el control negativo, se pueden observar dos tablas
resultado de la prueba ANOVA ejecutada con los datos de las 6 réplicas (N) de los ensayos MTT
en las células G200, utilizando la informacion obtenida por la variable control negativo, dando
como resultado el promedio y la desviacion estandar por cada una de las 3 réplicas técnicas
realizadas (pozo). La tabla describe los promedios de viabilidad celular y la variabilidad de la
compilacion de los datos relacionados con la variable estudiada.

A pesar de que, en la tabla del control negativo se presenté un promedio superior a 100 en el
segundo pozo con un valor de 106, las tres réplicas arrojaron valores similares. Al hacer el
andlisis de los promedios contando con las desviaciones estandar indica que, los datos se
vinculan, pero cuando analizamos la varianza de los resultados con F igual a 4 y p igual a 0.04,
la prueba reporta resultados inestables.

Respecto a los resultados del control positivo, obtuvieron bajos promedios de viabilidad, que
hacen referencia a que se presentaron células muertas que no sobrevivieron al efecto citotéxico
del peréxido de hidrégeno y al momento de interactuar con el reactivo MTT se evidenci6 la
ausencia de Formazan. El valor p superior a 0.05 y la variabilidad con un F de 0.1, mostr6 la
estabilidad de los datos y que las réplicas mantienen un patrén afin de comportamiento entre los
mismos experimentos.

Respecto a las cuatro concentraciones de PC, en PC_5 referenciando los puntos de carbono con
5 pg/mL, se mantienen valores promedio de viabilidad cercanos y superiores a 90, con elevacion
de los valores de desviacion estandar, valores p superiores a 0.05 y al mismo tiempo no hay
diferencia estadisticamente significativa en F de varianza y manteniendo los comportamientos
de la técnica de replicacion. Para PC_50, teniendo en cuenta que en el pozo 2 se conto con la
réplica faltante, se present6 una diferencia en la desviacion estandar marcada respecto a los
otros dos pozos que si presentaron valores de resultado en las 6 réplicas de las pruebas
realizadas. No obstante, los resultados en los promedios obtenidos presentaron resultados
similares y superiores a 90.

Para los PC_150 y PC_250, la viabilidad disminuy0, las desviaciones estandar aumentaron, se
mantuvieron la similitud en las réplicas y no hubo diferencias estadisticamente significativas



Para el andlisis de los puntos de carbono con Gadolinio, se presenta PCGd_5y PCGd_50, tienen
una viabilidad mas alta, no hay diferencias entre réplicas y no hay diferencias estadisticamente
significativas. En PCGd_150 y PCGd_250, los promedios y las réplicas mantuvieron la similitud
en los resultados, sin embargo, se observé que los promedios que representan la viabilidad
celular pasaron de valores superiores de 90 en las concentraciones de 5y 50 a valores de 28y
posteriormente, a valores inferiores de 10 evidenciando el impacto del tratamiento con puntos de
carbono con gadolinio.

En resumen, los resultados del andlisis de la variabilidad para todas las concentraciones de PC
y PC: Gd*", evidenciaron replicabilidad.

En los resultados para las células VERO el control negativo se comport6 con valores de viabilidad
altos y variabilidad baja, al igual que el control positivo, sin embargo, estos Ultimos mantuvieron
la tendencia de la viabilidad inferior a 10, como se esperaba.

Comparando los resultados de G200 con las VERO la viabilidad disminuye para todas las
concentraciones y las desviaciones estandar son muy grandes, infiriendo que el comportamiento
biol6gico podria estar afectando estos resultados, al ser una linea celular diferente a la tumoral
y que entre menos replicas la variabilidad de los promedios para estas células es mayor. Pero
asi mismo, como uno de los objetivos es determinar la cantidad de pruebas necesarias para
realizar el ensayo MTT, a partir del comportamiento de los resultados, con 3 réplicas se ven
diferencias significativas grandes en esta linea celular, VERO, que al igual se va a confirmar con
las posteriores pruebas estadisticas.

4.3.2. Pruebade normalidad, T Student, Cohen d

Utilizando la prueba de normalidad para analizar las distribuciones de las variables y
consecutivamente el control negativo que son nuestros valores de base respecto a las
concentraciones de PCy PC: Gd**, se evidencia a partir de los valores de p que casi todas tienen
comportamientos de distribucién normal exceptuando los resultados de PC_250 y PCGd_250
gue tienen una distribucion no normal.

Para saber si es necesario realizar el andlisis con la estadistica bayesiana se debiod tener en
cuenta las estimaciones de d cohen que estima el valor del tamafio del efecto del control negativo
respecto a cada una de las concentraciones de PC y PC: Gd*". Adquiriendo que en PC 5y
PC_50, no hay diferencias pero en PC_150y PC_250, se obtuvieron valores de 24.9% de 1.227
con 6 réplicas. En el andlisis de las concentraciones de los puntos de carbono con gadolinio hay
diferencias evidentes en la concentracion de 250 con las concentraciones de 5, 50 y 150, que
alteran los valores de la significancia estadisticas.

Respecto al andlisis estadistico con 3 réplicas no se tienen valores estadisticamente
significativos al correr la prueba y justificar la ejecuciéon del andlisis bayesiano. Si se utiliza 3
réplicas para estudiar la viabilidad con células G200, se exhibe una falta de potencia estadistica
gue no es suficiente para demostrar que hay un efecto en la viabilidad celular debido a que la
cantidad de las réplicas es limitada. Los promedios no cambian entre ellos y las desviaciones
estandar son muy grandes

Las diferencias tuvieron un valor proporcional de aumento al incluir 4, 5y 6 réplicas y la d de
cohen fue mayor, uno de los factores fue el resultado faltante en la prueba 4. En el caso de la
concentracion de 250 el tamafio de efecto ya se considera elevado, considerando que los valores
no van a cambiar, para que finalmente, utilizando 6 réplicas presentaron diferencias significativas
entre las concentraciones, permitiendo diferenciarlas y evaluar sus resultados frente al aumento



de la concentracion de los puntos de carbono como tratamiento. En el caso de la linea celular
VERO, como se observé en la prueba de varianza las diferencias entre las concentraciones,
también evidenci6 diferencias significativas con 3 réplicas.

4.3.3. Andlisis Bayesiano

Al realizar el analisis condicional bayesiano en el cultivo primario G200, se busco evaluar las
diferencias con el efecto del comportamiento de las concentraciones de PC y PC: Gd*" en las
células dado el control negativo con las 6 réplicas en el caso de G200 y con las 3 réplicas en
VERO. La evidencia de que sucede el evento es moderada entre el control negativo comparado
con 5 y 50, sin embargo, se observa en las graficas que si se agregan mas réplicas van a
encontrar menos diferencias. Al faltar el dato de la cuarta prueba en la concentracion de 150,
hay una diferencia en el comportamiento de la tendencia que se normaliza al comportamiento
anterior. Para la concentracion de 250, la hipétesis nula es completa, haciendo referencia a que,
si se agregan mas réplicas, en el estudio de esta concentracién no van a cambiar los resultados
obtenidos. Por ultimo, en el andlisis de los datos de puntos de carbono con gadolinio en las
células G200, PC y PC: Gd*" en la linea celular VERO, mostraron una diferencia significativa alta
en el efecto de las concentraciones, en el caso de las diferentes concentraciones de PC se
visualizaron el comportamiento parecido en sus graficas de distribucion.



5. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Para trabajos futuros se recomienda incluir en la caracterizacion de los puntos de carbono, las
pruebas que permitan conocer la morfologia y tamafio de PC y PC: Gd®** con el objetivo de
complementar la informacion y verificar las caracteristicas de los puntos de carbono. Se deberia
realizar siguiendo el mismo protocolo de sintesis.

Al realizar las pruebas estadisticas a los resultados de la exposicion de los tratamientos con
puntos de carbono en células G200, se propone hacer una nueva réplica para analizar si la
variacion entre las réplicas disminuye en la variable de PC_150, que present6 el dato faltante.
Asi mismo, es importante verificar que los datos resultantes del andlisis de la densidad Optica
estén completos y en el caso de que evidencien datos faltantes es necesario repetir la prueba
para que no vaya a afectar el analisis.

Por altimo, luego de realizar las pruebas de normalizacién, d de cohen y bayesiana, se deberia
realizar al menos dos réplicas mas de los ensayos MTT con células VERO, para verificar el
resultado obtenido con un aumento en la potencia estadistica.



6. CONCLUSIONES

La investigacion respecto a cudles son las variables que pueden influir en el comportamiento del
ensayo MTT, permitié establecer los pardmetros que se iban a evaluar en la prueba de
citotoxicidad, incluyendo la presencia del gadolinio en los puntos de carbono, las 4
concentraciones de PC y PC: Gd®*, y el efecto en la linea celular VERO y en un cultivo de células
tumorales de tejido glial.

Luego de la realizacién de las pruebas de citotoxicidad se recopilaron la informacion de los
resultados en dos bases de datos conteniendo las 6 réplicas de ensayo MTT con G200 y 3
réplicas con VERO respectivamente, las cuales a su vez incluyen la informacién del nimero de
réplica, la réplica técnica a la que pertenece los resultados y las absorciones resultado de la
exposicion de las concentraciones de los puntos de carbono con y sin gadolinio, que permite
realizar el analisis de la validez del ensayo MTT por medio de las pruebas estadisticas

Las pruebas estadisticas realizadas a las bases de datos con la informacion del trabajo
experimentado de los ensayos MTT con G200 y VERO para PC y PC: Gd®*, demostraron un
comportamiento que evidencia la reproducibilidad de la prueba al tener valores p > 0.05 y valores
pequefios de F, seguido por la comparacion en el andlisis de las concentraciones de PC: Gd**
respecto a las de PC con G200 que mostraron la disminucion progresiva de la viabilidad celular
a medida que aumentaba la concentracion.

Por dltimo, los diferentes comportamientos de los resultados respecto a G200 y VERO que luego
de analizar la variabilidad y los resultados en las diferentes pruebas estadisticas, permitieron
llegar a la conclusién que, en VERO 3 réplicas, en G200 para evaluacién de la concentracion de
250 y G200 con 6 réplicas teniendo en cuenta todas las concentraciones, muestran diferencias
significativas y reproducibilidad de las pruebas que permite determinar la validez de la prueba de
citotoxicidad con el ensayo MTT utilizando PC y PC: Gd®** en la linea celular VERO vy el cultivo
de células primarias de un paciente con tumor glial.
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ANEXOS

Anexo 1
Tabla 2. Base de datos G200
. | Po- PC 15 | PC_25 | PCGd_ | PCGd_ | PCGd_ | PCGd_
R*| 5o C- C+ PC5 | PC50 0 0 5 50 150 250
1 A | 87:4464 | 6,1934 | 89,232 | 98,022 | 100559 | 108,17 | 107,81 | 111,31 | 30,776 | 5,0500
03 2544 9681 868 5522 0557 3244 4912 5603 2382
1 5 116,388 | 3,5493 | 86,946 | 103,38 | 94,949 | 74,654 | 97,236 | 82,944 | 49,213 | 4,9070
757 0919 1648 2563 9762 5974 7794 2592 9114 9862
1 c | 961648 | 50500 | 80,585 | 92,448 | 86,660 | 69,938 | 75011 | 110,60 | 23,987 | 3,7636
404 2382 9933 7851 3144 0657 9104 0286 6131 97
2 A 103,515 | 8,5106 | 117,39 | 131,45 | 120,25 | 103,70 | 135,80 | 121,55 | 38,020 | 7,1230
264 383 1304 2359 9019 0278 0185 4117 3515 3423
5 5 112,210 | 5,9204 | 130,80 | 89,916 | 95,837 | 91,859 | 95,929 | 107,67 | 34,967 | 7,4005
916 4403 481 7438 1878 3895 6947 8076 6226 5504
5 c 84,2738 | 6,0129 | 98,704 | 107,77 | 129,60 | 80,943 | 93,987 | 110,54 | 27,567 | 9,6207
205 5097 9029 0583 222 5708 049 5791 0675 2155
3 A | 949915 | 15397 | 104,33 | 100,37 | 94,991 | 80,575 | 98,037 | 103,92 | 45,651 | 11,336
398 6311 1641 225 5398 2961 225 555 4382 7174
3 5 97,6311 | 16,108 | 99,864 | 90,727 | 100,47 | 89,407 | 94,382 | 102,80 | 53,874 | 6,1590
337 291 6362 5804 3773 7834 4027 8799 7885 5245
3 c 107,377 | 11,945 | 113,16 | 103,72 | 94,585 | 96,615 | 109,50 | 97,428 | 46,565 | 7,4788
327 8545 4129 2504 4484 9052 9306 088 1438 4941
4 A | 90.2332 | 08185 | 82,529 | 90,468 | 83,740 | 60,461 | 75,936 | 56,223 | 11,482 | 3,1060
362 6919 7152 715 749 987 3086 3685 3952 776
4 5 107,625 | 1,4240 | 68,468 66,618 | 56,055 | 77,887 | 78,593 | 16,023 | 2,5678
028 8612 2664 0758 1693 4187 8551 7721 4032
4 c 102,141 | 0,5158 | 73,648 | 83,236 | 65,877 | 45,795 | 66,887 | 74,489 | 17,302 | 2,9715
736 1072 8002 1516 9996 0213 1944 7959 0857 1828
5 A 100,169 | 1,6972 | 90,291 | 95,790 | 85,454 | 69,467 | 90,546 | 83,214 | 16,870 | 3,6829
722 1656 9212 9029 854 074 5037 5282 3327 5995
5 5 106,534 | 0,9843 | 89,680 | 88,306 | 86,422 | 78,377 | 109,43 | 91,310 | 18,295 | 2,7664
284 8561 9233 1779 2675 461 6524 2512 9946 63
5 c | 93,2959 | 14426 | 91,513 | 97,725 | 80,261 | 75984 | 94,721 | 88,408 | 11,371 | 3,7847
946 3408 9172 7298 3714 3856 6565 0109 351 9294
6 A | 97,1005 | 1,1619 | 83,605 | 85396 | 96,109 | 59,908 | 79,383 | 72,572 | 29,367 | 2,4730
223 2304 1594 0132 1568 3253 861 2204 8712 8389
6 5 99,8507 | 0,7781 | 101,54 | 85,907 | 100,36 | 53,896 | 79,160 | 51,209 | 37,874 | 2,2172
622 6864 5677 6857 2435 1731 0043 8923 427 4763
6 c 103,048 | 0,5543 | 106,24 | 65,600 | 60,675 | 54,759 | 69,853 | 57,317 | 16,959 | 2,7608
715 1191 6669 6822 8341 6205 9601 9832 8124 9969

*R = Réplica




Anexo 2

Tabla 3. Base de datos VERO

R* [ Po- | C- C+ PC5 |PC50 |PC 15 |PC 25 | PCGd_ | PCGd_ | PCGd_ | PCGd_
S0 0 0 5 50 150 250
1 | A | 10998344043 [ 79,530 | 90,352 | 97,525 | 45,679 | 77,768 | 78,523 | 19,882 | 11,325
221 6242 | 2013 349 1678 | 5302 | 4564 | 4899 | 5503 | 5034
1 | g | 100796 | 52852 | 65562 | 85570 | 82,424 | 36,115 | 86,577 | 88,464 | 35989 | 12,332
98 349 0805 | 4698 | 4966 | 7718 | 1812 | 7651 | 9329 | 2148
1 | ¢ | 892197 [ 3,2718 | 96,895 | 99,916 | 93,624 | 41,023 | 95,637 | 91,484 | 27,810 | 9,1862
987 1208 | 9732 | 1074 | 1611 | 4899 | 5839 | 8993 | 4027 | 4161
5 | A | 93015204918 | 50,614 | 57,501 | 50,073 | 104,03 | 49,139 | 71,864 | 14,608 | 2,8037
484 8392 | 8549 | 2297 | 7826 | 3448 | 2031 24 9523 | 3832
, | g | 10047 [ 05410 | 55435 | 51,696 | 55976 | 138,41 | 49,483 | 50,860 | 18,691 | 2,7545
565 7231 | 3173 | 9995 | 3896 | 6134 | 5219 | 7969 | 5888 | 4993
5 | ¢ | 106837 [ 05902 | 59,813 | 53,369 | 54,795 | 97,245 | 71,569 | 64,485 | 17,314 | 3,0004
186 607 0841 | 4048 | 8682 | 4501 | 1097 | 9813 | 3138 | 9188
3 | A | 963873 [ 2,1698 | 44,759 | 44,725 | 39,704 | 99,607 | 38,769 | 45,521 | 44,413 | 94,690
5 9843 | 9261 | 3001 | 5245 | 5716 | 6214 699 6657 | 6741
s | B | 928208 21006 | 50,369 | 52,585 | 46,421 | 97,218 | 40,639 | 38,506 | 46,387 | 85,064
68 4635 | 3444 | 4109 976 3749 | 4275 | 4912 35 6353
3 | ¢ | 110,791 [ 1,6505 | 54,559 | 44,413 | 40,397 | 88,388 | 42,197 | 36,103 | 44,690 | 75438
782 0785 | 0951 | 6657 | 0452 735 59093 | 4164 | 6741 | 5965

*R = Réplica




ANEXO 3

Anédlisis de datos G200
Andlisis de varianzas entre réplicas (ANOVA)

Control Negativo

ANOVA-PC_50 ¥

Cases Sum of Squares df Mean Sguare F p
ANOVA - C-
" Poso 283600 2 141.800 0737 0496
Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Residuals 2692 894 14 192 350
Poso 418583 2 209.292 4.026 0.040 Note Type Il Sum of Squares
Residuals 779.718 15 51.981
Note. Type |ll Sum of Squares
Descriptives
P Descriptives - PC_50
Descriptives ¥ P ~
Poso Mean sD N
Descriptives - C- ¥
1 100.251 16.216 6
Poso Mean SD N 2 91.648 6.213 5
3 81751 15443 6
1 95576 6.024 6
2 106.707 7131 6
3 97.717 8295 [ PC 150
Control Positivo ANOVA- PC_150
ANOVA-C+ ¥ Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Cases Sum of Squares df Mean Square F p Poso 338.390 2 169.195 0.534 0.597
Poso 5770 2 2885 0.100 0.906 Residuals 4753238 15 316883
Note. Type |1l Sum of Squares
Residuals 433.888 15 28.926
Note. Type Ill Sum of Sguares
Descriptives
Descriptives Descriptives - PC_150
Poso Mean sSD N
Descriptives - C+
Poso Mean 3D N 1 96.858 13.174 6
2 90777 12.896 6
1 5.630 5.703 5 3 26277 24714 8
2 4794 5.879 6
3 4254 4.438 [} PC 250
PC_S ANOVA - PC_250
ANOVA-PC_5 Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Cases Sum of Squares di Mean Sguare F p Poso 201.545 2 145773 0418 0.666
Poso 16.208 2 2104 0029 0972 Residuals 5232.835 15 348842
Residuals 4204426 15 280295 Note. Type Il Sum of Squares
Note. Type Ill Sum of Squares
Descriptives ¥
Descriptives ¥ Descriptives - PC_250 ¥
Descriptives - PC_5 Poso Mean SD N
Poso Mean <D N 1 80.381 21218 6
2 74.042 16.138 6
1 94.564 13624 6 3 70673 18327 5
2 96218 20672 6
3 93977 15.087 6
PC: Gd3+_5
ANOVA - PCGd_5
Cases Sum of Squarss df Wean Sguars F p PC Gd3+ 50
Poso 504226 2 252.113 0.829 0.456 ANOVA - PCGd_50
Residuals 4563.176 15 304212 Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Note. Type |1l Sum of Squares
Poso 103.435 2 51.717 0.105 0.901
Residuals 7389129 15 492 609
Descriptives ¥ Note. Type IIl Sum of Squares
Descriptives - PCGd_5 ¥
Poso Mean SD N Descriptives
1 a7 920 21973 6
2 92 339 11.956 8 Descriptives - PCGd_50
3 84.995 16.931 5 Poso Mean D N
1 91.467 24.985 6
2 85758 20272 6
3 80.793 21.036 6




PC: Gd3+_150

ANOVA-PCGd_150 ¥

PC: Gd3+_250

ANOVA - PCGd_250

Cases Sum of Squares df Wean Souare P Cases Sum of Squares ar Mean Square F
Poso 371.088 2 185.544 0.995 0.393 Poso 3909 2 1954 0249 0783
Residuals 2706841 15 186 456 Resiguals 117.815 15 7.854

Note. Type 1ll Sum of Squares Note. Type Il Sum of Squares
Descriptives Descriptives ¥
Descriptives - PCGd_150 Descriptives - PCGd_250 ¥
Poso Mean SD N Poso Mean SD N

1 28,695 12.770 6 1 5462 1319 5

2 35.042 15.528 6 3 4335 3150 5

3 23959 12 456 3 3 5063 S84 5

Pruebas de normalidad
Descriptive Stafistics
[ C+ PC_5 PC_50 FC_150 FC_250 PCGd_5 PCGd_50 FCGd_150 FCGd_250

Valid 18 18 18 17 18 18 18 18 18 18
Missing 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Mean 100.000 4893 94.920 94.720 91.304 75.032 91.751 89.008 29.232 4954
Std. Deviation 8.396 5.085 15.757 13.639 17.306 18.026 17.265 20.994 13.651 2676
Shapiro-Wilk 0.992 0.808 0977 0.920 0.942 0.968 0933 0.948 0.929 0.867
P-value of Shapiro-Wilk 1.000 0.002 0.909 0.146 0315 0.756 0223 0.400 0.183 0.016
Minimum 84274 0516 638.468 65.601 60.676 45795 65.887 51.210 11.371 2217
Maximum 116.389 16.108 130.805 131.452 129.602 108171 135800 121.554 53.875 11.337

Analisis con 6 réplicas

T Student y cohen’s d (control negativo vs PC)

Paired Samples T-Test ¥

Measure 1 Measure 2 t daf [ Mean Difference SE Difference Cohen's d
C- - PC_5 1.324 17 0.203 5.080 3837 0.312
C- - PC_50 1218 16 0241 483 3.967 0.285
C- - PC_150 1726 17 0102 8696 5037 0407
C- - PC_250 5207 17 = 001 24 968 4795 1227
Note. Student's t-test
Andlisis con 3 réplicas
,
T student y cohen’s d
Paired Samples T-Test
Measure 1 Measure 2 t df p Mean Difference SE Difference Cohen's d
C- - PC 5 —0.451 8 0.664 -2.336 5.185 —0.150
C- - PC_50 —-0.360 8 0728 -1.980 5.501 -0.120
C- - PC_150 —-0.288 8 0.781 -1.995 6.934 —-0.096
C- - PC_250 1975 8 0.084 11.571 5.858 0658

Note. Student’s t-test

Descriptives ¥

Descriptives ¥

N Mean 8D SE
C- 9 100.000 10.810 3.603
PC5 9 102.336 16.044 5.248
PC_50 9 101.980 12.680 4230
PC_150 9 101.995 13.814 4605
PC_250 9 85429 13.000 4333

T student y cohen’s d (control negativo vs PCGd)

Paired Samples T-Test ¥

Measure 1 Measure 2 t daf P Mean Difference SE Difference Cohen's d
C- PCGd_5 1910 v 0.073 8249 4319 0.450
C- PCGd_50 1.991 17 0.063 10.992 5522 0.469
C- PCGd_150 21.316 17 <.001 70.768 3320 5.024
C- - PCGd_250 43.825 17 <.001 95.046 2169 10330
Note. Student's t-test
Descriptives
Descriptives
N Mean SD SE
C- 18 100.000 £.3%6 1.979
PCGd_5 18 91.751 17.265 4.069
PCGd_50 12 £0.008 20.994 4042
PCGd_150 128 29232 13651 3218
PCGd_250 18 4954 2676 0631
Andlisis con 4 réplicas
)
T student y cohen’s d
Paired Samples T-Test ¥
Measure 1 Measure 2 t df p Mean Difference SE Difference Cohen's d
Cc- PC_5 0.808 n 0.436 4527 5.603 0.233
C- PC_50 0016 10 0988 0.078 4835 0.005
C- PC_150 0.802 " 0.440 5.484 6.840 0.231
Cc- - PC_250 3115 n 0.010 20.152 5.469 0.899
Note. Student's t-test
Descriptives
Descriptives
N Mean sD SE
C- 12 100 000 9968 2877
PC & 12 05,473 18724 5.405
PC_50 1 99229 12.996 3.918
PC_150 12 94516 18 450 5326
PC_250 12 T9.848 10.345 5.584




Analisis con 5 réplicas
T student y cohen’s d

Paired Samples T-Test ¥

Measure 1 Measure 2 t df ° Mean Difference  SE Difference Cohen's d
C- - PC_5 1218 14 0243 5523 4534 0315
C- - PC_50 0.340 13 0.740 1359 4.003 0.091
c- - PC_150 1366 14 0194 7578 5.549 0353
C- - PC_250 4073 14 0.001 21200 5205 1.052

Note Student's t-test.

Descriptives
Descriptives
N Mean SD SE
C- 18 100.000 9.183 23N
PC 5 15 94.477 16.728 4319
PC_50 14 98036 11.781 3149
PC_150 15 92422 16.966 4381
PC_250 15 78.800 17.371 4.485

Resultados Bayesianos
Control — vs pc_5
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ANEXO 4
Anélisis de datos VERO

Analisis de varianzas entre réplicas (ANOVA)

Control Negativo

Control Positivo
ANOVA - C- ANOVA - C+
Cases Sum of Squares o Wean Square F o Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Foso 8713 2 14.350 0.8 0835 Poso 0908 5 0.400 0130 0281
Residuals 464.404 6 77.401 Residuals 23047 6 3841
Note. Type lll Sum of Squares Note. Type Ill Sum of Squares
Descriptives Descriptives
Descriptives - C-
Descriptives - C+
Poso Mean SD N
Poso Mean SD N
A 99.795 2083 3
B 97.922 4.429 3 A 2355 1.963 3
C 102.283 11.484 3 B 2642 248 3
[ 1838 1351 3
- ANOVA - PC_150
ANOVA - PC_50 Cases Sum of Squares of Mean Square F p
Cases Sum of Squares df Mean Sguare F [} Poso 2711 2 1.355 0.002 0.998
Poso 10.579 2 5.290 0.009 0.991 Residuals 4112 480 6 685413
Residuals 3629 262 L} 604877 Note. Type lll Sum of Squares
Nate. Type Il Sum of Squares
Descriptives
Descriptives Descripiives - PC_150
Descriptives - PC_50 Poso Mean SD N
Poso Mean sb N A 62434 30829 3
A 61193 22538 3 : poe B :
B 63.284 19.306 3
[ 65900 29797 3
ANOVA - PC_250
Casses Sum of Squares df Mean Square F p
Poso 338304 2 160 447 a0 0338
Residuals 9237322 [} 1539.554
Nate. Type Ill Sum of Squares
Descriptives
Descriptives - PC_250
Poso Mean SD N
A 83.107 32.488 3
E 90.583 51.472 3
C 75.553 30.229 3
PC: Gd3+ 5
ANOVA - PCGd_5
Cases Sum of Sguares df Mean Sguare F p PC Gd3+ 50
Poso 344791 2 172.395 0301 0751 ANOVA - PCGd_50
Residuals 3438.772 6 572.795 Cases Sum of Sguares df Mean Sguare F p
Mvote. Type Ill Sum of Squares Poso 59.838 2 29.919 0.051 0950
Residuals 3493443 6 582.241
Descri pﬂvss Note. Type Il Sum of Squares
Descriptives - PCGd_5
Poso Mean sD N Descriptives ¥
A 55.226 20.199 3 Descriptives - PCGd_50 ¥
B 58.900 24374 3 Poso Mean D N
Cc 69.801 26.764 3
A 65303 17 452 3
B 59.307 25085 3
c 64.025 27.684 3




PC: Gd3+_150

PC: Gd3+_250

ANOVA - PCGd_250

ANOVA - PCGd_150 Cases Sum of Squares df Mean Square F p
Cases Sum of Squares df Mean Sguare F p Foso 75695 2 37848 0.018 0.982
Poso 21.878 2 40.930 0.192 0.830 Residuals 12432.395 i} 2072.066
Note. Type Ill Sum of Sguares
Residuals 1278.959 B 213.160
Note. Type Il Sum of Squares
Descriptives ¥
Descriptives ¥ Descripives - PCGd_250
Descriptives - PCGd_150 ¥ Poso Mean sb N
Poso Mean 0 N A 36.273 50.770 3
B 33384 45012 3
A 26.302 15.905 3 C 20.208 40.156 3
B 33.690 13.990 3
C 20938 13.812 3
Pruebas de normalidad
Descripfive Stafistics ¥
C- C+ PC_5 PC_50 PC_150 PC_250 PCGd_5 PCGd_50 PCGd_150 PCGd_250
Valid 9 9 9 ] a a ] 9 9 ]
Missing 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 100.000 2278 51.949 64.459 62327 43.081 61.309 62.878 29.977 32955
Std. Deviation 7.851 1.734 16.595 21.330 22.680 34598 21.742 21.075 13.042 39.541
Shapiro-Wilk 0.931 0.901 0.863 0.820 0.846 0.887 0.876 0.924 0.860 0728
P-value of Shapiro-Wilk 0.438 0.260 0.104 0.035 0.067 0.187 0.142 0.429 0.096 0.003
Minimum 89.220 0.492 44.760 44414 39.705 38.116 38770 35.103 14.609 2755
Maximum 110.792 5.285 95.896 99.916 97.525 138.416 95.638 91.485 46.387 94.691
T Student y cohen d (control negativo vs PC) Pared Somples TTest ¥
R Measure 1 Measure 2 t daf ] Mean Difference SE Difference Cohen's d
Paired Samples T-Test ¥ c- - PCGdS 5011 s 0.001 38,601 7721 1,670
C- - PCGd_50 4685 8 0.002 37122 7924 1.562
c- - PCGA_150 13342 3 <001 70023 5249 4.447
Paired Samples T-Test ¥ c- - PCGd_250 4946 8 0.001 67.045 13554 1.649
Measure 1 Measure 2 1 of [ Mean Difference _ SE Difference _ Cohen's d Wote. Students Hest
c- - PCS 6.064 g <.001 33.051 6.275 2021
c- - PC_50 4483 8 0.002 35541 7927 1494
c- - PC_150 4732 & 0.001 37673 7.951 1577
[ - PC_250 1.416 8 0194 16.919 11.946 0472
Note Student's t-test .
T student y cohens d (control negativo vs PCGd)
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Control —vs PCGd_5

Inferential Plots ¥
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