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Capitulo 1

Introduccion

El cancer es una enfermedad metabolica compleja que afecta a millones de personas en todo el
mundo debido al crecimiento y propagacion descontrolada de células anormales en el cuerpo [1]. Uno
de los mayores desafios en su tratamiento es el hecho de que puede originarse en distintos tejidos a
partir de mutaciones genéticas y procesos bioldgicos, lo que genera una amplia variedad de tipos de
cancer cada uno con caracteristicas tnicas. Sin embargo, los investigadores han avanzado significativa-
mente en la comprension de los mecanismos moleculares y celulares subyacentes al cancer. Gracias a
esto, se han desarrollado nuevas terapias dirigidas y enfoques de medicina personalizada, lo que ofrece
nuevas esperanzas en la lucha contra esta enfermedad [2].

Entre las nuevas terapias dirigidas y enfoques de medicina personalizada que se han desarrollado
para el tratamiento del cancer, la nanotecnologia surge como un campo prometedor, ya que utiliza
materiales y dispositivos a escala nanométrica para llevar a cabo funciones especificas en el cuerpo. En
el contexto de la radioterapia, se ha investigado y desarrollado un enfoque utilizando nanoparticulas
como agentes radiosensibilizadores para mejorar la eficacia del tratamiento contra el cancer [3]. La es-
trategia se basa en la incorporaciéon de elementos quimicos de alto niimero atémico en una estructura
nanométrica. Al exponer estas nanoparticulas a la radiacién, se produce un aumento en la absorcién
de rayos X en los tejidos tumorales, lo que genera una mayor liberacion de electrones de baja energia.
Estos electrones, a su vez, generan una mayor cantidad de radicales libres capaces de causar danos en
el ADN de las células tumorales [4].

A diferencia de otros enfoques que utilizan nanomateriales de metales pesados, que pueden tener
limitaciones debido a su potencial de danar los tejidos sanos al tener contacto directo, los puntos de
carbono (PC) se han destacado como una plataforma terapéutica prometedora. Estas nanoparticulas
tienen la ventaja de ofrecer una buena biocompatibilidad, baja toxicidad y la capacidad de acumular-
se selectivamente en el tejido tumoral después de su administracion sistémica [5]. Ademaés, tienen la
capacidad de ser funcionalizados con metales pesados, lo que permite potenciar las propiedades bene-
ficiosas de ambos. En la literatura se ha informado que la pasivacion de los puntos de carbono (PC)
con gadolinio (Gd3") ha demostrado mejorar su capacidad como radiosensibilizadores en la radiote-
rapia del cancer de mama [6]. Sin embargo, se requiere méas investigacion para determinar la eficacia
y seguridad de estos agentes, asi como para abordar los posibles efectos secundarios y la toxicidad
potencial de las nanoparticulas. Por lo tanto, en el marco de los convenios de la Agencia Universitaria
de la Francofonia (AUF), que involucra a la Universidad del Rosario, Concordia University (Canadé)
y Universite Cote d’Azur (Francia), con financiamiento de la Agencia Universitaria de la Francofonia
(AUF), el objetivo de este trabajo es evaluar y comparar el potencial de radiosensibilizacion en cultivos
tumorales utilizando tres tipos de puntos de carbono: puntos de carbono sin dopaje (PC), puntos de
carbono dopados con gadolinio (PC:Gd3T) y puntos de carbono co-dopados con gadolinio e iterbio
(PC:Gd3* /YDb3T).



La contribucién de este trabajo dirigido sera significativa en el campo de la ciencia de materiales
y la aplicacion de la nanotecnologia en la investigacion biomédica. A través de la caracterizacion y
evaluacion de nanoplataformas dopadas con iones lantédnidos, se espera generar nuevos conocimientos
sobre su capacidad para mejorar la eficacia de la radioterapia en el tratamiento del céancer.

Ademas, se busca acercar la estrategia del uso de nanoplataformas como agentes terandsticos a la
implementacion de ensayos clinicos, lo que podria tener un impacto importante en la practica médica y
en la lucha contra el cancer. Los resultados de esta investigacion se publicaran en un articulo cientifico,
con el objetivo de fomentar nuevos proyectos que permitan optimizar la respuesta a las terapias actuales
y futuras para el tratamiento del céncer.



Capitulo 2

Objetivo de la investigacion

2.1. Pregunta de investigacion

. Cual es el efecto del dopaje con iones lantédnidos de alto peso molecular en la capacidad de
los puntos de carbono para actuar como radiosensibilizantes en el tratamiento del cancer mediante
radioterapia?

2.2. Objetivos

2.2.1. General

Comparar el potencial efecto radiosensibilizante de tres modelos distintos de puntos de carbono
(PC, PC:Gd3*, y PC:Gd3* /Yb3T), con el objetivo de evaluar su posible aplicacion en el tratamiento
del céncer.

2.2.2. Especificos

= Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas de tres tipos de puntos de carbono; sin dopaje y
pasivadas con iones de alto peso molecular (PC, PC:Gd3* y PC:Gd** /Yb3*), con el fin de obte-
ner informacion detallada sobre sus propiedades 6pticas, quimicas y caracteristicas superficiales.

= Evaluar el cambio en la supervivencia celular en la linea U87 y en cultivos primarios de glioblas-
toma G200 antes y después de la irradiacion, utilizando ensayos in vitro.

= Cuantificar el dafio en el ADN utilizando modelos in vitro en lineas celulares y cultivos primarios.



Capitulo 3

Estado del arte

El cancer es un conjunto de enfermedades genéticas causadas por mutaciones que afectan la regu-
lacion del crecimiento y la diferenciacion celular [7]. Estas mutaciones son capaces de activar genes
oncogénicos o inactivar genes encargados de la supresion de tumores, lo que conduce a la formacion de
células anormales que crecen y se dividen de manera descontrolada [8]. Estas células anormales logran
evadir los mecanismos de control del crecimiento celular, resistir a la apoptosis (muerte celular pro-
gramada) y pueden diseminarse a otros tejidos y organos a través del sistema circulatorio o linfatico,
lo que se conoce como metastasis [1].

El céncer representa una problematica critica en salud publica debido a su impacto humano y
econdémico. Las tasas de mortalidad han aumentado en todo el mundo,principalmente por la falta de
opciones terapéuticas efectivas para muchos tipos de céncer y la deteccion tardia [7]. Segtn el informe
de 2020 del Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC), en 2020 se estimaron 19.3
millones de nuevos casos de cancer en todo el mundo, y se espera que esta cifra aumente a 28.4 millones
en 2040. Ademas, se estima que hubo 10 millones de muertes por cancer en 2020, y se espera que esta
cifra aumente a 16.4 millones en 2040 [9].

En el contexto especifico de Colombia, el cancer es la segunda causa de muerte, después de las en-
fermedades cardiovasculares, segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En 2020, se estimaron
113.221 nuevos casos de cancer en el pais, con 54.987 muertes relacionadas con esta enfermedad [10].
Estas cifras reflejan la magnitud del desafio que enfrenta el pais en la lucha contra el cancer y resaltan
la necesidad de la obtenciéon y desarrollo de conocimientos y herramientas cientificas y médicas que
mejoren la efectividad de los tratamientos actuales.

3.1. Radioterapia

La radioterapia es una de las opciones terapéuticas mas destacadas en la lucha contra el cancer.
Mas del 50 % de los pacientes con cancer reciben radioterapia, lo que la convierte en uno de los métodos
més utilizados en el tratamiento del cancer [11]. Este tratamiento actta mediante la administracion
de una dosis efectiva de radiacion ionizante en el tejido tumoral para destruir las células cancerosas y
puede ser utilizado en combinacion con otros tratamientos, como la cirugia o la quimioterapia [12].Su
mecanismo de accién reside en la interaccion entre las radiaciones ionizantes y los tejidos, generando
emisiones secundarias de particulas cargadas.

La dosis de radiaciéon en la radioterapia depende del tipo, tamano y ubicacién del tumor. En la

radioterapia convencional, las dosis tipicas oscilan entre 1.8 a 2.0 Grays (Gy) por fracciéon, adminis-
tradas en multiples sesiones para tratar diferentes tipos de cancer [13]. Cada fraccién es una sesion
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de tratamiento que se administra en un dia especifico. La dosis total de radiacién recibida durante el
tratamiento puede variar entre 30 a 70 Gy [14]

La investigacion actual busca mejorar la eficacia del tratamiento mediante el aumento de las do-
sis focalizadas. La radioterapia focalizada de alta dosis ha sido objeto de estudio, donde dosis de 6
a 10 Gy por fracciéon se aplican de manera mas selectiva y precisa. En este sentido, técnicas este-
reotaxicas como la Radioterapia X-Knife y el CyberKnife han demostrado ser eficaces, permitiendo
administrar dosis de hasta 30 Gy (X-Knife) y hasta 60 Gy por fraccién (CyberKnife) de manera no
fraccionada, sin requerir miltiples sesiones [15]. Estos avances buscan mejorar la precision y efectivi-
dad del tratamiento, brindando opciones més personalizadas para los pacientes que enfrentan el cancer.

En general en la radioterapia, se espera deteriorar el ADN de las células cancerosas mediante dos
vias: en primer lugar, por ruptura de la doble cadena y, en segundo lugar, por dano indirecto a causa de
los radicales procedentes de la radidlisis del agua a nivel celular [16] [17]. Como resultado, las células
cancerosas cuyo ADN esta danado sin posibilidad de reparacién dejan de dividirse y mueren. Esta
destruccion celular causada por la radiacién depende de la transferencia lineal de energia (LET), la
dosis total, la tasa de fraccionamiento y la radiosensibilidad de las células o tejidos objetivo [18] [17].

Aunque la radioterapia es un tratamiento eficaz contra el cancer, presenta limitaciones que pueden
afectar la salud del paciente. Por un lado, al no ser un tratamiento selectivo, la radiacién que se dirige
a destruir las células tumorales también causa que los tejidos normales no cancerosos que rodean al
tumor también puedan sufrir algin grado de dafio en su ADN, causando efectos secundarios indeseados
[11]. Asimismo, existe un limite en la cantidad de radiacion que se puede administrar sin causar dafio
irreversible a los tejidos sanos [19]. Adicionalmente, una parte de esta radiacion suministrada puede es-
capar de las células y no ser depositada en el tumor, reduciendo su efectividad en la destruccién de este.

Otra dificultad importante de la radioterapia es la resistencia del cancer a la radiacion. Esto ocurre
debido a la mutacion de las células cancerosas o a la localizacion del tumor en una zona de dificil
acceso. Por tanto, es necesario desarrollar estrategias como el uso de radiosensibilizadores que logren
mejorar la eficacia del tratamiento aumentando la dosis de radiacion localizada en el tumor, evitando
el tejido sano adyacente y aprovechando la energfa depositada, lo que representa uno de los principales
desafios de la radioterapia para maximizar su eficacia y minimizar los efectos secundarios en el paciente.

Los radiosensibilizadores pueden clasificarse en tres categorias en funcién de sus estructuras: molé-
culas pequenas, macromoléculas y nanomateriales. Los ultimos, surgen como una alternativa de gran
interés y su eficacia radica en que al introducir elementos quimicos de alto nimero atémico en una
estructura de tamano nanométrico, y exponerlos a la radiacion, dichas estructuras son capaces de re-
emitir radiacion secundaria para que efectivizar la dosis de radiacion recibida por el paciente [3]. Este
suceso se puede explicar mediante el efecto fotoeléctrico, que implica la absorcion de un fotén por un
electron y la produccion de electrones del atomo [20], y el coeficiente de absorcion de rayos X (u). Este
coeficiente representa la relacion entre la energia de rayos X incidente (E) y el namero atomico (Z) de
la siguiente forma:

_rZ
H= RS

(3.1)

donde p y A corresponden a la densidad y la masa atomica de los materiales, respectivamente.
De modo que el cambio en el nimero atémico provoca un cambio significativo en el coeficiente de
absorcion de rayos X (i) [5], y postula a las nanoestructuras con alto ntimero atémico como materiales
radiosensibilizantes ideales para mejorar la radioterapia tradicional, ya que son capaces de aumentar la
absorcion de rayos X en los tejidos locales y liberar eficazmente electrones de baja energia para generar
maés radicales libres, y la energia (depositada eficazmente por los radicales libres y los electrones) puede



causar dafios en el ADN [4].

Al exponer las células cancerosas a los nanomateriales funcionalizados con metales pesados antes
de la radiaciéon, estas se concentran en la célula cancerosa y aumentan la captacion de radiacion.
La radiacion que normalmente escapa de la célula ahora (Figura3.1 a.) impacta la nanoparticula,
generando una reemisiéon que promueve el dano indirecto al impactar en forma de electrones libres
a las moléculas de agua circundantes, generando radiolisis que afecta por la via indirecta al ADN.
Ademas, las nanoparticulas también pueden promover el dafio directo, aumentando asi la eficacia de
la radiacion y reduciendo la dosis necesaria para eliminar el tumor (Figura 3.1 b). Basados en lo
anterior, numerosos estudios se han enfocado en los nanomateriales de metales pesados para investigar
su potencial de radiosensibilizacién. Sin embargo, un limitante es que suelen causar danos en los tejidos
sanos con el contacto directo.

Efecto indirecto
(radiolisis del

Efecto indirecto
(radiolisis del
agua) agua)

Efecto directo Efecto directo

U + OH
Radiacion que D +OH

escapa de la

impacta la
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l\\' \\ o +0OH

Radiacién que

\u‘.—apt%/’

y

(a) Radioterapia convencional (b) Radioterapia optimizada con nanoparticulas

Figura 3.1: a) Mecanismo de accion y efecto de la radioterapia convencional. b) Mecanismo de accion
y efecto de la radioterapia optimizada con nanoparticulas

3.2. Puntos de carbono

Los puntos de carbono (PC) son nanoparticulas compuestas por 4tomos de carbono con un tamafio
inferior a 10 nanémetros, que se caracterizan por su gran area superficial y se postulan como una al-
ternativa prometedora ante las dificultades que enfrentan los radiosensibilizadores [21]. Los PC pueden
presentar composiciones estructurales diferentes, dependiendo de sus precursores, solventes y métodos
de sintesis, lo que a su vez puede afectar propiedades como su fotoluminiscencia [22]. Adicionalmente,
se ha informado que es posible mejorar sus propiedades fisicas y épticas propias mediante la pasivacién
de su superficie, lo que puede tener un impacto significativo en su desempefio en diversas aplicaciones
como la bioimagen, y liberacién controlada de farmacos [23].

En este contexto, se ha demostrado que los puntos de carbono pasivados con iones de alto naumero
atomico pueden potenciar el efecto fotoeléctrico, el coeficiente de absorcion de rayos X (i) y el efecto
Compton, lo que a su vez intensifica las subsiguientes emisiones de electrones secundarios y especies
reactivas de oxigeno (ROS), y de esta manera, mejorar los efectos de la radioterapia convencional

6



[24]. El efecto Compton hace referencia a la variaciéon de la frecuencia y longitud de onda de un fotén
después de interactuar con un electron libre. El efecto se debe a la colision entre el foton y el electron,
que provoca que el electron sea expulsado de su atomo. La frecuencia del fotén después de la colision
serd menor que la frecuencia antes de la colision, y la longitud de onda del foton después de la colision
serd mayor que la longitud de onda antes de la colisién. La cantidad de energia que pierde el fotén es
igual a la energia cinética del electrén expulsado.

Estudios recientes han descrito el uso de nanoparticulas basadas en iones lantanidos como el ga-
dolinio (Gd**), que han demostrado una gran capacidad para actuar como agentes de contraste en
resonancia magnética [5] y aumentar el dafio celular y la dosis localizada en el tumor, lo que se asocia
con una mayor eficacia terapéutica [25] [26]. De igual manera, se ha demostrado que el ion gadolinio
(Gd3+) puede ser utilizado en tratamientos contra el cancer y que también puede combinarse con otras
tierras raras, como el iterbio (Yb3+). Zhao, Y., et al., llevaron a cabo un estudio donde encontraron
que una nanoplataforma basada en puntos de carbono dopada con Yb y Gd, sintetizada a través de la
ruta solvotérmica a 200°C durante 10 horas, demostré una alta absorcion de rayos X y tuvo un efecto
positivo en el contraste de iméagenes médicas [27] [28]. Lo anterior se debe a que, las nanoparticulas
también pueden reemitir la energia absorbida en forma de fotones cuando los electrones en su estruc-
tura se excitan a niveles de energia mas altos y luego regresan a su estado de energfa original, lo que
resulta de gran utilidad para la deteccién y visualizacion de células cancerosas durante el tratamien-
to. Ademas, encontraron que esta nanoplataforma mostré una excelente biocompatibilidad, lo que la
hace prometedora para su uso en aplicaciones médicas, especialmente en la mejora del diagnostico y
tratamiento del cancer.



Capitulo 4

Metodologia

Sintesis de Caracterizacion de Evaluacion del Determinacion del
nanoplataformas: las propiedades cambio en la dafio en el ADN:
PC opticas v supervivencia
PC:Gd* caracteristicas celular: OxiSelect™ Comet
PC:Gd*/Yb? superficiales. Ensayos Assay Kit (Cell
clonogénicos Biolabs, inc.)

Figura 4.1: Diagrama de flujo para la metodologia propuesta

La Figura 4.1 ilustra el diagrama de flujo que se utilizard para llevar a cabo las cuatro etapas
principales en este trabajo dirigido. La primera etapa consiste en la sintesis de las nanoplataformas,
seguida de la caracterizacion de sus propiedades Opticas y superficiales. La tercera etapa implica la
evaluacion del cambio en la supervivencia celular, mientras que la cuarta etapa tiene como objetivo la
determinacién del dano en el ADN.

4.1. Sintesis de puntos de carbono (PC)

El protocolo de sintesis de puntos de carbono (PC) se basa en la investigacion realizada durante
el desarrollo del proyecto: Nanotecnologia aplicada a la sensibilizaciéon tumoral, llevado a cabo por
los investigadores del Semillero de Investigacion en Bioquimica, Céncer y Radiobiologia (SiBio) y el
Semillero de Investigacion en Biomateriales para Aplicaciones Biomédicas (SyNERGIA).

Las nanoparticulas se sintetizan mediante el método de reacciéon por microondas (Anton Paar,
Microwave 50). La sintesis por microondas es un método de sintesis quimica en la que los precursores
se exponen a radiacion electromagnética de alta frecuencia. Esto causa una agitacion en las moléculas
y una friccion entre ellas, lo que resulta en una ruptura de los enlaces quimicos y la formacién de
nuevas especies. Estas condiciones de alta temperatura y presion favorecen la reacciéon quimica entre
los precursores, lo que resulta en la formaciéon de la nanoparticula deseada.

En la sintesis se utilizaron 1.2 g de drea (Sigma Aldrich, 99,5 %), 0.6 g de acido citrico monohi-

dratado (Scharlau) y 6mL de dimetilformamida como solvente. La Figura 4.2 presenta la estructura
molecular de los precursores utilizados en la sintesis, lo que resulta fundamental para comprender y
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caracterizar las nuevas especies formadas en este proceso. El conocimiento de la estructura molecular
de los precursores permite identificar las posibles reacciones quimicas y los productos de las mismas, lo
que a su vez permite controlar y optimizar la sintesis de los nanomateriales. Ademas, esta informacion
es util para la interpretacion de los resultados obtenidos en las distintas técnicas de caracterizacion,
como la espectroscopia FTIR.

O o 0] OHO 0]
M _cH,
HO OH H |\|]
H2N NH2 OH CH,
Urea Acido citrico N.N-dimetilformamida
Precursores Solvente

Figura 4.2: Estructura molecular de los precursores utilizados en la sintesis los puntos de carbono (PC)

Las figuras 4.4 y 4.3 evidencian las etapas de preparacion de los reactivos, la reaccién por micro-
ondas y la purificaciéon del resultado de la sintesis. En la etapa de reaccién es necesario realizar un
adecuado pesaje de los reactivos y solventes (Figura 4.4,a), los cuales se mezclan y homogeneizan por
medio de sonicacion y agitacion vortex (Figura 4.4,b).

Posteriormente, se realiza la reaccion por microondas de 3ml de la mezcla durante 10 minutos a una
temperatura de 200 °C en la configuracion As Fast as Possible (AFAP) (Figura 4.4,c), garantizando un
calentamiento homogéneo. El resultado se purifica mediante centrifugacion, filtrado de sobrenadante
(0.2 uL) y el uso de membranas de diélisis por 24 horas en una plancha de agitaciéon con cambio de
agua cada 12 horas (Figura 4.4,d).

Luego, se realiza un primer secado de la mezcla filtrada en una caja de petri en el horno por 12 horas
a 98 °C (Figura 4.4,e). La siguiente etapa es una purificacion complementaria mediante 2 lavados con
etanol absoluto al 99 % en relacion 1.5:1 (volumen de muestra : volumen de etanol) y dos con acetona
en relacion 1.5:1 (volumen de muestra : volumen de acetona) (Figura 4.4,f). Finalmente, se introduce
la muestra en el horno a 100 °C (Figura 4.4,g).

Preparacion de la Sintesis en el
solucion: reactor Purificacion del
«  Pesajedelos microondas producto de la
reactivos (As [ast as possible sintesis
« Homogeneizacion - 5 min - 200°C)

Figura 4.3: Diagrama de flujo. Sintesis de puntos de carbono, reacciéon asistida por microondas
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Figura 4.4: Sintesis de puntos de carbono, reaccion asistida por microondas

4.1.1. Sintesis de puntos de carbono dopados con gadolinio PC:Gd3*

Para la sintesis de puntos de carbono dopados con gadolinio PC:Gd>?*, se llevara a cabo un dopa-
je con gadolinio (Gd3T ) en el protocolo de sintesis presentado en la secciéon anterior 4.1. El dopaje
con gadolinio se realizara durante el proceso de sintesis utilizando el método de sintesis asistido por
microondas. En particular, se anadird una cantidad correspondiente a 0.09g de reactivo de gadolinio
al sistema de reaccion durante la sintesis, se reducira la cantidad de dimetilformamida a 5.5 mL y se
anadiran 0.5 mL de agua destilada.

El dopaje con gadolinio tiene como objetivo introducir 4&tomos de gadolinio en la estructura cristali-
na del material sintetizado. Esto implica la sustitucion de algunos atomos de la estructura del material
original con 4tomos de gadolinio, lo que puede conducir a cambios en las propiedades fisicas y quimicas
del material, como su capacidad de absorciéon de radiacién.

4.1.2. Sintesis de puntos de carbono dopados con gadolinio y codopados

con iterbio PC:Gd*" /Yb?*"

Para la funcionalizacién de los puntos de carbono, se realizard una modificacion al protocolo de
sintesis previamente presentado, mediante la implementaciéon del codopaje de gadolinio e iterbio. Este
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proceso de codopaje se llevara a cabo durante la sintesis utilizando un sistema de microondas. En esta
etapa, se anadiran 0.09 g de gadolinio e 0.09 g de iterbio como reactivos, siguiendo el mismo procedi-
miento establecido en la sintesis original. Se reducira la cantidad de dimetilformamida a 5.5 mL y se
anadiran 0.5 mL de agua destilada.

El codopaje de gadolinio e iterbio podria resultar en una mayor eficacia terapéutica en aplicaciones
de radioterapia. Lo anterior ya que, a nivel quimico, el dopaje de gadolinio e iterbio puede influir en
la estructura y las propiedades del material, como la estabilidad y la biodistribucion.

4.2. Caracterizacion de los puntos de carbono

En la Figura 4.5 se muestra un diagrama de flujo que se siguié para realizar las caracterizaciones
en la Universidad del Rosario, especificamente en el Laboratorio de Bioquimica en el area de protei-
nas, para el caso de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, y en el Laboratorio de
Bioinstrumentacion para los espectros de absorcion y emision. Las concentraciones utilizadas para los
espectros de absorciéon y emision fueron de 0.05 ug /ml para cada tipo de puntos de carbono (PC).

Asimismo, en el analisis de espectroscopia infrarroja se utiliz6 una muestra seca de 0.2 mg de cada
tipo de punto de carbono. Todos los ensayos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, asegurando
condiciones controladas y reproducibles para obtener resultados precisos y confiables.

Preparacion de las
Uso de 1.5 ml de cada T .
soluciones a 0.05 pg/ml en Tucic bt i Uso de 0.2 g de material seco
. solucion para obtener los i -
agua destilada filtrada y - para obtener resultados de
espectros de absorcion v espectroscopia por

muestras secas de 0. 2 mg I
fluorescencia utilizando el

PC o transformada de Fourier
PC:Gd* e>pecnolot_omeuo mfrarroja (FTIR) en el equipo
PC:Gd™ /YD FLAMES-S-XR1-ES yel Nicolet (ThermoScientific)

software OceanView.

Figura 4.5: Diagrama de flujo. Caracterizacion de puntos de carbono

4.2.1. Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es una técnica analitica que utiliza la luz ultravioleta y visible para
identificar y cuantificar sustancias. La luz es absorbida por las moléculas de la sustancia, y la canti-
dad de luz absorbida es proporcional a la concentraciéon de la sustancia. Se utiliza para determinar
las propiedades 6pticas de los puntos de carbono, lo que permite obtener informacién sobre su huella
optica. Esto se logra a través de la medicion de los espectros de absorciéon y fluorescencia utilizando el
espectrofotometro FLAMES-S-XR1-ES y el software OceanView.

Para realizar las mediciones se deben preparar soluciones de 0.05 mg/ml en agua destilada de cada
tipo de punto de carbono. Para la medicién de fluorescencia, se transfieren 300 p /L a un triplicado de
pozos por cada muestra y se realiza la mediciéon bajo una excitacién de 365nm y un rango de emision
de 400nm a 900nm empleando el lector multimodal Cytation (Biotek). En el espectro de absorcion, se
realiza la medicion de 2ml de muestra en la celda de cuarzo utilizando el espectrofotémetro FLAMES-
S-XR1-ES para el rango de 400 a 700 nm.
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4.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia por transformada de Fourier infrarroja (FTIR) es una técnica analitica que se
utiliza para identificar los grupos funcionales presentes en una muestra y para determinar su estruc-
tura quimica mediante el proceso matemaético de Transformada de Fourier. En esta técnica, el equipo
Nicolet (ThermoScientific) hace pasar radiacion infrarroja a través de la muestra y registra la cantidad
de radiacién absorbida en funcién de la longitud de onda mediante el software OMNIC.

En la caracterizacién de puntos de carbono, la espectroscopia FTIR es ttil para medir las pro-
piedades superficiales de las nanoplataformas, ya que permite identificar los grupos funcionales que
estan presentes en la superficie de las particulas. Estos grupos pueden provenir tanto de la sintesis
de los puntos de carbono como de las moléculas que se adsorben sobre su superficie.Por ejemplo, la
presencia de bandas caracteristicas de los grupos de carboxilato y amina en el espectro FTIR de las
nanoplataformas puede indicar la formacion de complejos entre los precursores y los iones metalicos.

4.3. Evaluacion del cambio en la supervivencia celular y deter-
minacién del dano en el ADN

Tanto para el ensayo de cometa como los ensayos clonogénicos, se utiliza el mismo protocolo de
irradiacion que se muestra en las figuras 4.6 4.7 4.8. Los experimentos biolégicos se llevaron a cabo
utilizando cultivos tumorales de glioblastoma U87 y G200, asi como HT29, un cultivo tumoral de
adenocarcinoma de colon humano. La inclusion de HT29 como control se realizé con el fin de observar
y comparar el comportamiento diferencial entre los diferentes cultivos tumorales.

Este protocolo se divide en tres dias. En el primero, se realiza el sembrado celular y se revisa la
confluencia del cultivo base (4.6 a). Luego, se realiza la succion del medio y el lavado con PBS (4.6 b).
Las células se incuban durante 5 minutos con la enzima accutase (4.6 ¢), y se realiza el conteo celular
usando el equipo Corning Cell counter (4.6 d). Se deben sembrar entre 200.000 y 500.000 células en
una caja de Petri, y esto se incuba durante 24 horas (4.6 e).

En el dia 2, se realiza el tratamiento de las células con las nanoplataformas. Se prepara la solucion
de cada una a partir del medio y una concentracion de 50 pg/mi. Se preparan 4 cajas: una de control
sin puntos de carbono, una con PC, otra con PC:Gd?* y la tltima con PC:Gd?*t /Yb?* (4.7), las cuales
se incuban durante las siguientes 24 horas.

En el dia 3, se lleva a cabo la irradiacién de las células. Se realiza el lavado con la enzima, como en
el dia 1, se incuba y se realiza el conteo celular mediante el equipo Corning Cell counter. Se preparan
8 tubos por linea celular, 2 por cada condicién, una sin irradiacion y la otra irradiada con 6 Gy. En
cada tubo se deben colocar 100.000 células dispersas en 5 mL de medio. Todos los tubos se llevan al
centro de control de cancer donde se irradian los 4 tubos de 6 Gy.

Después de la irradiacion, se siembran las células en una caja de 6 pozos, como se muestra en la
figura 4.8, y se procede a la incubacion. El ensayo se realiza por triplicado y el ntumero de células
depende de la eficiencia de la formaciéon de colonias de cada linea celular, esta se ajusta a un ntmero
que permita el posterior conteo de las colonias. Para el caso de las lineas U87 y el cultivo primario
G200 se sembraron 200 células de las condiciones no irradiadas y 1200 para las condiciones irradiadas.
A partir de las células que no fueron sembradas, se inicia el protocolo del ensayo de cometa.
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Figura 4.6: Dia 1. Protocolo de irradiacién

4.3.1. Evaluacion del cambio en la supervivencia celular

Los ensayos clonogénicos son una técnica ampliamente utilizada en la investigacion y evaluacién de
la supervivencia celular después de la irradiaciéon. Este ensayo tiene como objetivo detectar y evaluar
la capacidad de las células para producir un alto niimero de progenie a partir de una tnica célula.

En este tipo de ensayo, los mecanismos clave que se ponen en juego son la pérdida de integridad
reproductiva y la inhabilidad para proliferar de manera indefinida. Cuando las células son expuestas
a una noxa, como la irradiacién, algunas células pueden seguir viviendo y replicindose durante una o
dos generaciones antes de detener sus divisiones y volverse reproductivamente inactivas.

Sin embargo, en contraste, existen células denominadas clonogénicas que conservan su capacidad
para dividirse y proliferar, y estas células tienen el potencial de formar colonias. Para considerar una
célula como clonogénica, debe poder generar al menos 50 células clonales en una colonia, derivadas
de una tunica célula. Esto implica que la célula tuvo al menos 5-6 generaciones de replicaciones sucesivas.

En este ensayo, como se menciona en el dia 3 del protocolo de irradiacion, las células se tratan con
dosis de radiacion 0 Gy y 6 Gy y luego se siembran en placas de cultivo. El nimero de colonias formadas
después del periodo de 14 dias de incubacion a 37°C se utiliza como una medida de la supervivencia
celular después de la irradiacion.

Conteo de colonias

Al finalizar los 14 dias las células se deben tenir y fijar. En primer lugar, se retir6 el medio de
cultivo y se llevaron a cabo tres lavados con 2 ml de PBS 1x para eliminar cualquier residuo. A con-
tinuacion, se procedi6 a la adicién de 2 ml de formaldehido al 8 % en PBS 1x y se dejé la muestra a
temperatura ambiente durante 30 minutos para la fijacion. Posteriormente, se realizaron tres lavados
con agua destilada para eliminar el formaldehido residual.

Luego, se anadié 1 ml de cristal violeta y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Durante este periodo, el cristal violeta permitio la tincién de las células y la visualizaciéon de las mismas.
Finalmente, se recupero el colorante utilizado y se llevd a cabo un lavado abundante con agua para
eliminar cualquier exceso de tinte y asegurar una correcta visualizacion de las colonias para su conteo.
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Figura 4.7: Dia 2. Protocolo de irradiacién

El conteo del nimero de colonias se realizé6 de forma manual. Se marc6é punto a punto las zonas que a
criterio propio corresponden a las colonias tenidas de la caja de cultivo de 6 pozos y se registraron los
resultados.

Para la construccion del diagrama de barras para el analisis de la supervivencia celular, se considera
la eficiencia de sembrado (ES) definida como el porcentaje dado por el numero de colonias compuestas
de por lo menos 50 células en relacion con el nimero de células sembradas

ES =2 (4.1)

donde C corresponde al ntimero de colonias y M el nimero de células sembradas por pozo. Pos-
teriormente, se determina la fraccion de supervivencia (FS) definida como la relacion de eficiencia de
sembrado para una dosis determinada en relacion con la dosis de control (Células no tratadas, 0 Gy).

ES(d)
FS=———+ 4.2
donde ES(d) corresponde a la eficiencia de sembrado tras la dosis de 6 Gy Y ES(0) a la eficiencia
de sembrado del control, que corresponde al promedio de colonias de las células de control a 0 Gy.

La informacion es analizada con el software GraphPad Prism.

4.3.2. Ensayo Cometa

El ensayo de cometas es una técnica que se utiliza para evaluar el evaluar el efecto de diferentes
tratamientos en la integridad del ADN de las células. Para llevar a cabo el ensayo de cometas se utilizo
el kit OxiselectTM Comet Assay [29]. Como preparacion del ensayo, se derritié agarosa al bano Maria
en una plancha a una temperatura de 150 a 200°C. Se prepararon soluciones de agua destilada, PBS 1X
y etanol, las cuales se enfriaron adecuadamente. Se prepararon las soluciones de buffer de lisis y buffer
de electroforesis. Se marcaron los microtubos y las laminas, y se disené el experimento. A continuacion,
se colocaron 100 pL de agarosa en los microtubos correspondientes y se mantuvieron en un bafno seco
a 37°C.
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Figura 4.8: Dia 3. Protocolo de irradiacién

El protocolo para el ensayo de cometas continud como se describe en la figura 4.9 con la centrifu-
gacion de las células en cultivo a 2000 revoluciones durante 5 minutos. Se aspir6é cuidadosamente el
sobrenadante sin perturbar el pellet celular. Se anadié 1 mL de PBS 1X frio al pellet y se resuspendi6
antes de transferirlo a los microtubos (1 mL). Las muestras se centrifugaron a 700 g durante 2 minutos
y se mantuvo la cuna del Eppendorf hacia arriba como referencia visual del pellet. Se aspir6 el sobre-
nadante, dejando el pellet intacto.

Posteriormente, se agregd el volumen de PBS 1X frio necesario para obtener una concentracion
de 100,000 células por mililitro y se resuspendieron las células. Las células se transfirieron a los tu-
bos de Eppendorf con el gel de agarosa en una proporcion de 1:10. Luego, se coloco la solucion en los
pozos de las laminas, asegurando una cobertura completa. Las laminas se colocaron en un recipiente cu-
bierto con papel de aluminio y se enfriaron en la nevera a 4°C durante 15 minutos para su solidificacion.

A continuacion, se llené el recipiente con el buffer de lisis y se mantuvo en la nevera a 4°C durante
30 minutos, permitiendo la desnaturalizacion del ADN durante 1 hora a 4 °C. Posteriormente,se llen6
el recipiente con la solucién alcalina, llevindolo nuevamente a la nevera a 4°C durante otros 30 mi-
nutos. Para la electroforesis alcalina, se sumergieron las laminas en el buffer de electroforesis alcalino
y se aplicd una corriente constante de aproximadamente 1 V/cm durante 30 minutos. Después de la
electroforesis, las laminas se neutralizaron en agua fria durante 2 minutos (dos veces), seguido de un
bafio de 5 minutos en etanol frio. Por tltimo, se retiraron las laminas y se dejaron secar protegidas de
la luz.

Finalmente, las laminas se tineron en un buffer de tincién proporcionado en el kit, se eliminé el
exceso de tinte y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se realizo la captura y procesamiento de las
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imagenes, con el fin de cuantificar los parametros del momento de la cola y el porcentaje de ADN en
la cola. Al menos 50-100 células se analizan por muestra. En el presente trabajo dirigido se seleccion6
el pardametro del momento de la cola ya que ha sido sugerido como un indice apropiado del dano en el

ADN al considerar tanto la migracion del material genético como la cantidad relativa de ADN en la
cola [29] [30]
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Figura 4.9: Protocolo. Ensayo de cometas

Procesamiento de las imagenes

Para el procesamiento de las imégenes de cometas obtenidas durante el ensayo para cada linea
celular se utilizo el software OpenComet, un software de codigo abierto especialmente disefiado para el

analisis cuantitativo de ensayos de cometa. Este software permite el anélisis cuantitativo de imagenes
de cometas, lo que facilita la medicién de los parametros propuestos.

En el ensayo de cometa, se pueden observar diferentes tipos de cometas que pueden ser clasificados
segin sus caracteristicas morfologicas [31].

= Cometa sin dano (Grado 0) Fig. 4.10,a. Presenta una cabeza redondeada y no evidencia ningtn
dano significativo en el ADN.

= Cometa de cabeza (Grado 1) Fig. 4.10,b. Exhibe una cabeza redondeada y una cola que se
extiende desde la misma.
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= Cometa de cola (Grado 2) Fig. 4.10,c. Se diferencia del cometa de cabeza por tener una cabeza
mas pequeia y una cola més prominente.

= Cometa con cabeza difusa (Grado 4) Fig. 4.10,d. Presenta una cabeza no claramente definida y
una distribucién difusa. puede indicar dano severo en el ADN, como roturas de doble cadena.
Esta condicién dificulta la evaluaciéon precisa de los parametros en este tipo de cometa.

a) Grado 0 b) Grado 1 ¢) Grado 2 d) Grado 3

Figura 4.10: Clasificacion de cometas. Imégenes del autor procesadas por el software OpenComet

En el procesamiento de los resultados del ensayo de cometas se describe en el diagrama de flujo
presentado en la figura 4.11, se llevo a cabo una etapa de eliminacion de los cometas que no correspon-
dian a los tres primeros tipos de cometas descritos anteriormente (Cometa sin dafio, Cometa de cabeza
y Cometa de cola). Esta eliminacion se realizo con el objetivo de asegurar que solo se analizaran y
cuantificaran los cometas relevantes para el estudio.

Analisis con

Identificacion y Analisis estadistico . .
L L diagramas de caja
climinacion de los del momento y Eliminacién de los S
. . para visualizar la
cometas no porcentaje de ADN datos atipicos e
distribucion y
descados en las en la cola para s ¥
L o variabilidad de los
iméagenes cada condicién

datos

Figura 4.11: Diagrama de flujo. Procesamiento de iméagenes de cometas

Una vez eliminados los cometas no deseados, se utilizé un software especifico para realizar un ané-
lisis estadistico de los datos obtenidos. Este software permitié identificar y eliminar los datos atipicos,
es decir, aquellos valores que se desviaban significativamente de la tendencia general de los datos. La
eliminacion de los datos atipicos ayudoé a obtener resultados mas confiables y representativos del ensayo
de cometas.

El software utilizado para el analisis estadistico pudo proporcionar diversas herramientas y méto-

dos para identificar y eliminar los datos atipicos, como pruebas de normalidad, andlisis de desviacién
estandar y métodos de deteccién de valores extremos.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. Caracterizacion de los puntos de carbono

5.1.1. Espectro de absorcién
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0.8 ~

En ausencia de irradiacion UV

i

0.0 T ‘ T T ——
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Absorbancia

0.2 1

Figura 5.1: Espectro de absorcién para los puntos de carbono PC, PC:Gd3* Y PC:Gd3t/Yb3+

El grafico de absorcion del espectro de los puntos de carbono muestra un pico en la region UV,
y la longitud de onda del pico dependera del tipo de punto de carbono. La figura 5.1 muestra los
resultados obtenidos utilizando una muestra con una concentracion de 0.05 mg/ml en agua, lo que
permite evaluar los grupos funcionales presentes en el ntcleo de carbono de las mismas.

Los puntos de carbono tienen una transiciéon n-p* en la banda de 300 a 400 nm , lo que significa
que los electrones pueden pasar de la banda de valencia a la banda de conducciéon cuando absorben un
fotéon de luz con una longitud de onda que coincide con la diferencia de energia entre las dos bandas
[32]. El gadolinio y el iterbio son metales de tierras raras que poseen un gran nimero de electrones
susceptibles de excitacion por la luz. Cuando se dopan en puntos de carbono, pueden generar niveles de
energia adicionales en la banda de conduccién, lo que provoca un desplazamiento del pico de absorcién
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hacia longitudes de onda méas largas. De acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que el
mayor desplazamiento del pico de absorcién ocurre en los puntos de carbono dopados con gadolinio y
codopados con iterbio PC:Gd?* /Yb3T. Estos dopantes introducen cambios en la estructura electrénica
de los puntos de carbono, lo que se refleja en una absorcién maxima en los 350 nm.

5.1.2. Espectros de emision

El espectro de fluorescencia de los puntos de carbono 5.2 representa la intensidad de la luz emitida
en funcion de la longitud de onda. Este espectro de emisién es el resultado del proceso de recombina-
cion que se produce cuando los puntos de carbono absorben la luz. En el momento de la absorcién, un
electronm se excita desde la banda de valencia a la banda de conducciéon, dejando un hueco en la banda
de valencia. Posteriormente, el electron y el hueco se recombinan, liberando energia en forma de luz.
La longitud de onda de la luz emitida viene determinada por la diferencia de energfa entre las bandas
de valencia y de conduccion.

La longitud de onda méaxima de emision en los puntos de carbono puede variar en funcion de factores
como el tipo y tamano especificos de los puntos de carbono, asi como la presencia de agentes dopantes.
En el caso del dopaje con gadolinio PC:Gd?*, se ha observado que el pico de emisién se desplaza hacia
520 nm, mientras que para PC:Gd>*/Yb3* se desplaza hasta los 560 nm. Este desplazamiento puede
atribuirse a la influencia del gadolinio y el iterbio, que introducen niveles de energia adicionales en los
puntos de carbono, lo que afecta al proceso de recombinaciéon y altera la energia de la luz emitida.

Lo — PC
— PC:Gd3*
— PC:Gd3 /YB3
0.8

0.6 1

Aexe =365 nm

0.4 1

Emisién normalizada (U)

024/

PC pC:Gad+ PC:GA3+ rybh3*

600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 5.2: Espectro emisién para los puntos de carbono PC, PC:Gd3* y PC:Gd?tYb3+

Se realizo el calculo del porcentaje de emision de los colores azul, cian, verde y rojo para cada tipo
de punto de carbono, encontrando que todas muestran una mayor emision en el rango verde. Ademas,
se observo que los PC tienen el mayor porcentaje de emision en azul, mientras que los porcentajes de
rojo no cambian significativamente. Este analisis del porcentaje de color es coherente con la apariencia
que se observa en las imagenes de fluorescencia bajo la irradiacién de 365 nm en la esquina inferior
de la figura 5.2, donde los PC se ven predominantemente azules y los PC:Gd?* tienen una apariencia
mas verdosa.
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Figura 5.3: Porcentaje de emision de colores Azil, Cian, Verde y Rojo para los puntos de carbono PC,
PC:Gd3t y PC:Gd3TYb3*

5.1.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion superficial mediante FTIR de muestras secas de los puntos de carbono (PC),
PC:Gd?*t y PC:Gd?>tYb3?t se presenta en las figuras 5.4, 5.6 y 5.6, respectivamente. Estas figuras
muestran los espectros FTIR de los precursores y de cada punto de carbono, resaltando los picos
caracteristicos observados. Las intensidades relativas de estos picos pueden variar segin el tipo de
precursor, el tamano y el dopante utilizado. En el caso de los puntos de carbono (PC), el espectro del
acido citrico muestra un pico de estiramiento C=0 pronunciado, indicando la presencia de un grupo
acido carboxilico. Por otro lado, el espectro de la urea muestra un pico de estiramiento N-H fuerte,
sugiriendo la presencia de un grupo amida. En el espectro del PC, se puede observar un pico de esti-
ramiento C=C intenso, lo cual indica que el PC tiene una hibridacion sp2.

Al examinar las figuras correspondientes a los espectros de los puntos de carbono PC:Gd?t y
PC:Gd3**tYb?*, se aprecia un comportamiento vibracional similar, lo cual se atribuye a la presencia
de componentes de sintesis comunes entre ellos. Los grupos funcionales presentes entre las vibraciones
generadas en el rango de 1690 cm™! y 1500 cm™! se relacionan con los enlaces C = O y C=C. Esta
region es importante porque permite identificar la presencia de grupos carbonilos y alquenos. Ademas,
se observan vibraciones relevantes en el rango de 1200 a 1400 cm ™!, correspondientes a la presencia
de grupos carbonilo (C=0), grupos alcoxi (C-O) y grupos alquilo (C-C). Estos grupos son relevantes
en la caracterizacion de las nanoparticulas debido a su influencia en las propiedades fisicas y quimicas
de los puntos de carbono.

5.2. Evaluacién del cambio en la supervivencia celular

En la figura 5.7 a. se puede observar la grafica de las fracciones de supervivencia del primer estudio
de las células G200. Se establece como control la muestra de células sin tratamiento con puntos de
carbono y que no fue expuesta a radiacién ionizante, ya que representa un comportamiento normal de
proliferacién de células tumorales. Al analizar las condiciones irradiadas, se observé una disminucion
considerable en las fracciones de supervivencia en comparacion con el control. Se encontré que las
fracciones mas bajas se observaron en las células tratadas con PC y PC:Gd>t, siendo todas las frac-
ciones de supervivencia inferiores a 0.1. Estos resultados sugieren que tanto PC como el PC:Gd?**son
efectivos en reducir la supervivencia celular cuando se exponen a la radiacion.
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Figura 5.5: FTIR, puntos de carbono PC:Gd3+

En el segundo ensayo realizado con cultivo primario G200 5.7 b., se observé un comportamiento
coherente con respecto a las condiciones no irradiadas. Se evidencié que las células tratadas con PC
presentaron una menor supervivencia en comparacién con las tratadas con iterbio PC:Gd3TYb3t, y

se encontrd una mayor supervivencia en las células tratadas con gadolinio PC:Gd3*.

En general, en comparaciéon con el primer ensayo, se observo que todas las fracciones de supervi-
vencia en el segundo ensayo fueron menores y se encontraron por debajo del control a 6 Gy, lo cual
indica una mayor susceptibilidad de las células a la irradiacién en este caso. Lo anterior no es una
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Figura 5.7: Fracciones de supervivencia a) G200 Ensayo 1, b) G200 Ensayo 2 ¢) HT29

respuesta biolégica esperada dada la naturaleza de este tipo de cultivo que es altamente resistente a
la radiacion.

Con el fin de analizar los resultados se aplicé la prueba Shapiro-Wilk, una prueba estadistica utili-
zada para determinar si un conjunto de datos esta distribuido normalmente. El estadistico de la prueba
es un estadistico W, que es una medida de la desviacién de los datos de la distribucién normal. El valor
p es la probabilidad de obtener un estadistico W tan extremo o més que el observado, suponiendo que
los datos se distribuyen normalmente.

En los resultados del ensayo 1, el estadistico W para el primer conjunto de datos es 0,9130 y el valor
p es 0,4985. El estadistico W del segundo conjunto de datos es 0,9891 y el valor p es 0,9527. Para el
ensayo 2, el estadistico W del primer conjunto de datos es 0,8032 y el valor p es 0,1080. El estadistico
W del segundo conjunto de datos es 0,9791 y el valor p es 0,8969. Para ambos casos, los valores p son
superiores a 0,05, por lo que no podemos rechazar la hipotesis nula de que los conjuntos de datos, es
decir condiciones irradiadas y no irradiadas, se distribuyen normalmente.
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A pesar de que los datos parecen seguir una distribucion normal, se debe tener en cuenta que el
hecho de tener un grupo de control irradiado a 6 Gy tan cercano a las condiciones con tratamiento
puede enmascarar el efecto de las nanoplataformas dopadas con iones lantanidos, dificultando la ob-
tencion de una conclusion clara sobre su efecto radiosensibilizante.

En el caso especifico de la linea celular HT29 (ver Figura 5.7) c. , se observo que las fracciones de
supervivencia estuvieron por encima del control. Este resultado inesperado indica que las condiciones
experimentales del ensayo pueden estar presentando inconvenientes o interferencias que afectan la in-
terpretacion de los datos. Es importante destacar que, al tener un grupo de control que no muestra
el comportamiento esperado y al normalizar los datos respecto a este grupo, existe el riesgo de llegar
a una conclusion errénea sobre el efecto radiosensibilizante de las nanoplataformas dopadas con iones
lantanidos.

Para abordar este desafio, sera crucial revisar y optimizar las condiciones experimentales, ase-
gurdndose de que todos los parametros y procedimientos estén controlados rigurosamente. Ademas,
considerar la inclusién de un grupo de control adecuado y realizar analisis comparativos adicionales
para verificar y validar los resultados obtenidos. Esto permitira obtener una interpretacion més precisa
y confiable de los datos, evitando cualquier posible sesgo o interpretacion erréonea que pueda surgir
debido a las condiciones experimentales actuales.

5.3. Determinaciéon del dano en el ADN

Se han realizado dos ensayos de cometa para evaluar el dafio en el ADN de los 3 tipos de puntos
de carbono PC, PC:Gd3* y PC:Gd3TYDb3T en células tumorales. Las imagenes de cometa represen-
tativas de cada condicién se muestran en las figuras 5.8 y 5.9 para las lineas celulares U87 y G200
respectivamente.

U87
Control PC PC:Gd3* PC:Gd**/Yh*

Figura 5.8: Imégenes de los cometas representativos. Ensayo células U87

0 Gy

6 Gy
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Figura 5.9: Imégenes de los cometas representativos. Ensayo células G200
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Como se observa en la figura 5.8, durante el ensayo de U87 se encontr6 una dificultad en la detec-
cién de cometas en los pozos correspondientes a PC:Gd?t 0 Gy y PC:Gd?+ 6 Gy. Esta ausencia de
cometas se atribuye al desprendimiento de los geles de agarosa durante la electroforesis o la neutra-
lizacion. Es importante destacar que esta situacion plantea un desafio en la evaluacion de los efectos
del tratamiento con PC:Gd3" en estas condiciones especificas.

Por otro lado, en el ensayo de G200, también se enfrento6 a la dificultad de no detectar cometas en
los pozos de PC:Gd3T 6 Gy y PC:Gd3T /Yb3" 6 Gy. Esta falta de cometas también esta relacionada
con el desprendimiento de los geles de agarosa durante la electroforesis o la neutralizacion. Al igual que
en el ensayo de U87, esta situacion plantea un desafio en la evaluacion de los efectos de los tratamientos
en estas condiciones y resalta la importancia de realizar mejoras en los protocolos experimentales.

Los resultados obtenidos en cada ensayo se analizaron mediante violin plots para el porcentaje de
ADN y el momento de la cola (pixeles), como se muestra en las figuras 5.10 y 5.11 para las lineas
celulares G200 y U87, respectivamente.

En la figura 5.10, se puede apreciar que el mayor porcentaje de ADN se encuentra en las con-
diciones no irradiadas, lo cual es inesperado y no coincide con la respuesta biologica esperada. Esta
observacion también contrasta con los resultados encontrados en el ensayo de supervivencia celular.
Estas discrepancias sugieren que los datos obtenidos podrian no reflejar adecuadamente la realidad de
las condiciones estudiadas, lo que plantea interrogantes sobre la fiabilidad de los resultados para la
determinacion del dafio en el ADN en esta linea celular
(G200).

Es crucial abordar esta aparente contradiccion y considerar cuidadosamente las posibles causas que
puedan estar afectando los resultados. Es posible que ciertas variables experimentales o condiciones

del ensayo no estén siendo controladas adecuadamente, lo que podria estar generando distorsiones en
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los datos.

Para obtener resultados més confiables y esclarecer esta discrepancia, se sugiere revisar y ajustar
las condiciones experimentales, asegurandose de seguir un protocolo riguroso y estandarizado. Ademas,
considerar la realizacién de réplicas adicionales para obtener una mayor robustez en los resultados y
realizar analisis estadisticos mas detallados para detectar posibles fuentes de variabilidad.

En la figura 5.11, se presentan los violin plots que representan el momento de la cola y el porcentaje
de ADN en el ensayo de células U87. Analizando los resultados, del momento de la cola se observa
una variabilidad en los datos representada por la desviaciéon estandar en cada grupo. Para el grupo de
control 0 Gy, la desviacion estandar es de 0.5630, mientras que para el grupo de control 6 Gy es de
5.493. Estos valores indican la dispersiéon de los datos alrededor de la mediana en cada grupo, siendo
mayor en el grupo de control 6 Gy.

En cuanto a los grupos tratados con PC, se encuentran desviaciones estandar de 25.80 pixeles
para PC, 9.289 pixeles para PC 6 Gy, 14.83 pixeles para PC:Gd3* /Yb?** 0 Gy y 23.73 pixeles para
PC:Gd3** /Yb3* 6 Gy. Estos valores indican una dispersion considerable en los datos de estos grupos,
sugiriendo una variabilidad en los momentos de la cola medidos.

La mediana, por otro lado, representa el valor central de los datos en cada grupo. Los valores de
mediana correspondientes son 0.2842 pixeles para el grupo de control 0 Gy, 3.327 pixeles para el grupo
de control 6 Gy, 16.02 pixeles para el grupo de PC, 7.088 pixeles para el grupo de PC 6 Gy, 10.90
pixeles para el grupo de PC:Gd?*/Yb3T 0 Gy, y 18.96 pixeles para el grupo de PC:Gd3* /Yb3*+ 6 Gy.
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Figura 5.10: Porcentaje de ADN y momento de la cola. Ensayo de células G200

Es importante reconocer que la ausencia de cometas en ciertos pozos presenta limitaciones en la
comparacion y el analisis de los efectos especificos de los tratamientos evaluados. Ademas de las dis-
crepancias observadas en los resultados y las contradicciones con las respuestas biolégicas esperadas en
ambas condiciones, se ha identificado la presencia de una cantidad considerable de datos atipicos en las
graficas, a pesar de haber aplicado un filtrado previo. Esta situacion puede afectar significativamente
la confiabilidad y precision de los datos obtenidos.

La presencia de datos atipicos sugiere la posibilidad de que haya factores externos o condiciones
experimentales no controladas que estén afectando los resultados. Estos datos atipicos pueden distor-
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sionar las conclusiones y dificultar la interpretaciéon adecuada de los hallazgos.

Para mejorar la confiabilidad de los resultados, se recomienda repetir los ensayos en busca de una
mayor robustez y consistencia en los datos. Al repetir los experimentos, se puede asegurar una mejor
identificaciéon y manejo de los datos atipicos, asi como la detecciéon de cualquier error o interferencia
en el proceso experimental.
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Figura 5.11: Porcentaje de ADN y momento de la cola. Ensayo de células U87
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Capitulo 6

Conclusiones

Las pruebas de caracterizacion optica y superficial han demostrado de manera concluyente que la
sintesis asistida por microondas, siguiendo el protocolo propuesto, ha sido altamente exitosa en la pro-
mocién de la formacién de puntos de carbono fluorescentes y estables coloidalmente, tanto en medios
acuosos como en medio celular. Ademas, se pudo constatar que estos puntos de carbono no mostraron
evidencia de agregacién durante su almacenamiento a 4°C, lo que resalta su potencial para mantener
su estabilidad y dispersiéon a largo plazo.

Es importante mencionar que enfrentamos algunas dificultades experimentales que restringieron
nuestra capacidad de obtener una respuesta biologica clara sobre el efecto del dopaje en la dosis de
6 Gy para las lineas celulares estudiadas. A pesar de esta limitacion, hemos logrado adquirir valiosas
lecciones aprendidas a lo largo del proceso de investigacion. Estas lecciones son de gran importancia,
yva que identificamos oportunidades significativas de mejora que, sin duda, contribuiran al logro exitoso
de los objetivos establecidos en el marco del proyecto AUF.
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Capitulo 7

Recomendaciones y trabajos futuros

Para futuros trabajos y recomendaciones, se sugiere realizar una caracterizacion complementaria de
los puntos de carbono, empleando técnicas como la microscopia electronica de transmision (TEM), que
permitird determinar su tamano y morfologia con mayor precision. Ademas, se debe llevar a cabo una
calibracién rigurosa de los equipos antes de cada protocolo de irradiacién para asegurar la exactitud y
reproducibilidad de los resultados.

Es esencial analizar las condiciones experimentales cuidadosamente para identificar posibles facto-
res que puedan danar la integridad de las células tanto antes como después de la irradiacion. Estos
factores deben ser considerados y controlados adecuadamente para garantizar resultados mas confia-
bles y significativos.

Para obtener una vision completa y exhaustiva del efecto radiosensibilizante de los puntos de car-
bono durante la radioterapia, es necesario asegurarse de contar con todos los resultados para todas
las condiciones evaluadas. Esto permitira obtener mas informaciéon y conocimiento sobre la respuesta
celular a la exposicién de los puntos de carbono.

Repetir los ensayos con un mayor nimero de réplicas por linea celular, como 3, 4, 5 y 6 repeticiones,
sera de gran utilidad para realizar pruebas estadisticas mas solidas, como ANOVA, T Student y analisis
Bayesiano. Estas pruebas de analisis de varianza entre las réplicas permitiran determinar la validez y
la consistencia de los resultados obtenidos tanto en los ensayos clonogénicos como en los ensayos cometa.

Adicionalmente, se recomienda evaluar la biocompatibilidad de los puntos de carbono para com-
prender mejor su posible afectacion a la integridad celular. Realizar ensayos especificos para evaluar
la respuesta celular y la interaccién de los puntos de carbono con las células ayudara a establecer su
seguridad y viabilidad en aplicaciones clinicas potenciales.

En conjunto, estos estudios futuros permitirdn una mejor comprension de los efectos de los tra-
tamientos evaluados, asi como la optimizaciéon de los protocolos experimentales y la caracterizaciéon
detallada de los compuestos utilizados. Esto contribuira al desarrollo de terapias més efectivas y per-
sonalizadas en el campo de la radioterapia, mejorando los resultados clinicos y proporcionando nuevas
perspectivas en el tratamiento del cancer.
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