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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, y es tratado desde
diferentes aproximaciones o tratamientos clinicos, buscando la eliminacién o la disminucién
del tamafio del tumor. La radioterapia es uno de los tratamientos mas usados, y tiene como
objetivo inducir la muerte celular como consecuencia de las rupturas de la cadena de ADN
producidas por radiacion ionizante. No obstante, la radiacion afecta tanto a células tumorales
como a células sanas, generando efectos secundarios nocivos para el paciente. A pesar de
los grandes avances en la generacion de tecnologias para la radioterapia, es necesario el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan concentrar la radiacion en los tejidos tumorales
y mitigar la interaccién con los tejidos sanos. Estos efectos se pueden lograr a través del
desarrollo de agentes radiosensibilizantes o radioprotectores respectivamente. Los puntos de
carbono (PCs) son una opcion al desarrollo de nuevas estrategias. Estas nanoparticulas
basadas en su mayoria por carbonos sp? /sp® reportadas como biocompatibles, presentan
estabilidad acuosa coloidal, exhiben fluorescencia, y pueden ser potencialmente usadas como
base para el disefio de agentes radiosensibilizantes. Con el fin de incrementar la eficiencia de
la radioterapia, en este trabajo se expone la sintesis, caracterizacion y estudios preliminares
de citotoxicidad de una nano-plataforma basada en puntos de carbono co-dopados con N y
Gd3* (PC:N/Gd3*), como la fase inicial del desarrollo de un potencial agente
radiosensibilizante. La incorporacién del ion Gd3* aumenta la densidad electrénica debido al
alto numero atémico de este ion y en consecuencia la probabilidad de interaccién con los
fotones de la radioterapia. Adicionalmente, la mayoria de los PCs exhiben una fluorescencia
intrinseca en el rango UV-azul del espectro electromagnético, regién donde varios fluoréforos
enddgenos de los tejidos humanos presentan altos coeficientes de absorcion. Por tal razén se
propone incluir fuentes organicas de nitrdgeno en el proceso de sintesis, favoreciendo la
generacién de PCs capaces de emitir fluorescencia a mayores longitudes de onda donde la
autoflorescencia de los tejidos es menor.

En este trabajo se desarrolla un protocolo de sintesis de puntos de carbono dopados
con nitrégeno (PC:N) que presentan espectros de emisibn desplazados a mayores
longitudes de onda, alta estabilidad electrénica y por ende resistencia a la aglomeracion.
También este protocolo es la base para la sintesis de la nano-plataforma PC:N/Gd3* para
ser usada como potencial agente radio-sensibilizante, que posee propiedades Opticas
similares a los PC:N. Adicionalmente, se realizan evaluaciones preliminares de
citotoxicidad de los PC:N 'y PC:N/Gd3*.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

Este capitulo presenta el contexto del proyecto, en donde se muestra la problematica de la
radioterapia para el tratamiento del cancer, los limitantes de la sintesis de los PCs, los
objetivos planteados y las contribuciones de este trabajo.

1.1. Planteamiento del problema

El cancer es una problemética de salud publica; segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), esta enfermedad fue la segunda causa de muerte a nivel mundial para el afio 2020
[1], registrando una incidencia de 19°292.789 y una mortalidad de 9°958.133, por otro lado, las
cifras en Colombia fueron de 101.893 y 46.057 respectivamente [2]. Estas cifras a nivel
mundial y nacional plantean un escenario que requiere de nuevos desarrollos técnicos o
tecnoldgicos que potencialicen los procedimientos de diagnéstico y tratamiento.

El cancer se desarrolla por alteraciones genéticas y/o moleculares que modifican las células,
permitiéndole a las células cancerigenas evadir los procesos de regulacién de crecimiento,
division y muerte celular; lo que genera un aumento anormal en el nimero de células y da
origen a los tumores[1][3].

El cancer puede tratarse desde diferentes aproximaciones, todas con el objetivo de eliminar
o disminuir el tamafio del tumor, o el de evitar el retorno de la enfermedad. Los principales
tratamientos son la cirugia, usada para la extirpacion total o parcial del tumor; la quimioterapia
y radioterapia cuyo principal propésito es disminuir el tamafio del tumor y/o evitar el regreso
del cancer [4].

La radioterapia es un tratamiento realizado por lo menos una vez en méas del 60% de los
pacientes que padecen la patologia [5]. En este tipo de tratamiento se deben tener en cuenta
parametros como dosis absorbida, dosis efectiva, tiempo de exposicion e irradiacion
producida sobre el tejido sano circundante del tumor; los cuales condicionan la efectividad de
la radioterapia [6].

Otro factor para tener en cuenta es el tipo cancer a tratar. La respuesta a la radiacion se
refleja en el tiempo de vida media asociado a cada tipo de cancer. Por ejemplo, el cancer de
tiroides posee una supervivencia mayor a los 5 aflos de acuerdo la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica, pero por otro lado, el glioblastoma un tipo cancer bastante agresivo reporta
una mediana de sobrevida de 9 a 12 meses [7], cada una de estas medias de vida fueron
evaluadas a partir de un diagndstico temprano. Es asi, que se requiere el desarrollo de
nuevas estrategias que aumenten la eficiencia del tratamiento y mitiguen la radiacién sobre
los tejidos sanos. Entre estas estrategias se encuentran los agentes radiosensibilizantes
disefiados para aumentar la eficacia de los tratamientos de la radioterapia [8], entre estos
desarrollos se encuentran los PCs.

Los PCs fueron observados por primera vez en 2004 [9], llamando la atencion de la
comunidad cientifica debido a sus propiedades 6pticas de fluorescencia [10], [11], es decir,
que al ser irradiados con luz UV-Vis absorben esta energia en forma de radiacion
electromagnética para posteriormente emitir luz de menor energia [12]. En la literatura existen
un gran numero de ejemplos de PCs que exhiben espectros de emision en el ancho de banda
de 475 nm a 550 nm (azul y verde) [13]. Sin embargo, las propiedades O6pticas pueden
modificarse en dependencia de los precursores usados en la sintesis, esta cualidad permite la
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exploracion del uso de los PCs en diferentes aplicaciones biomédicas como biodeteccion,
bioetiquetado y bioimagen [14] donde se requieren emisiones en mayores longitudes de onda
para evitar la autoflorescencia enddgena de los tejidos. Estos desplazamientos en las
emisiones de fluorescencia se logran con la incorporacion de precursores organicos que
posean especies nitrogenadas, debido a la adicion de orbitales libres generados por la
introduccion del nitrogeno [11].

Los precursores usados en la sintesis no solo modifican las propiedades Opticas sino
también las fisicoquimicas, es asi como los PCs pasaron a ser parte del desarrollo de
estrategias para potencializar los tratamientos contra el cancer, como es el caso de Liao et al,
que proponen dopar los PCs con Gadolinio (Gd3*) para ser usados en tratamientos de
radioterapia guiada por resonancia magnética (IRM) [15].

En base a lo anterior en este proyecto se sintetizan PCs dopados con nitrégeno (N) que
sean capaces de emitir fluorescencia a mayores longitudes de onda evitando asi la
autoflorescencia endégena de los tejidos. Y la sintesis de PCs codopados con N y Gd3*
(PC:N/Gd3*) que sean potencialmente viables para el desarrollo de nuevas estrategias que
mejoren los efectos de la radioterapia.

1.2.  Macroproyecto

Este trabajo hace parte del proyecto sobre “Estudios metabolomicos de cancer de
mama, gliomas y tiroides: una aproximacion a la identificacion de biomarcadores de
riesgo y a la intervencion con nanotecnologia” perteneciente a la convocatoria 874 de
Jovenes Talento de MinCiencias. Este macroproyecto tiene 2 partes generales de trabajo, uno
es el estudio de los perfiles metabolémicos de cancer de mama, gliomas y tiroides. Y por otro
lado el disefio de nanoplataformas como una estrategia de potencializacién de los efectos de
la radioterapia, ademas de un posible mecanismo para el tratamiento de los tipos de cancer
con alta radioresistencia o heterogeneidad. Es en el marco de esta segunda parte donde se
genera el desarrollo de este proyecto.

1.3. Objetivos del Proyecto

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar una nano-plataforma basada en puntos de carbono co-dopados con N y
Gd3*(PC:N/Gd3*), como fase inicial para el desarrollo de un agente radiosensibilizante que
potencie la radioterapia.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar y optimizar un protocolo de sintesis de puntos de carbono dopados con
N (PC:N) por medio del método solvotermal.

2. Sintetizar puntos de carbono co-dopados con Ny Gd3* (PC:N/Gd3*) por medio del
método solvotermal.

3. Caracterizar las propiedades Opticas y fisicoquimicas de los PC:N y PC:N/Gd3*.

4. Realizar ensayos preliminares de citotoxicidad para evaluar la biocompatibilidad de
los PC:N y PC:N/Gd3* sintetizados.



1.4. Contribuciones

En este trabajo se determiné que la sintesis por medio del método solvotermal, usando
urea, acido citrico y formamida como precursores, permite la obtencion de PCs con diferentes
comportamientos en el espectro de emision al variar la temperatura de reaccion. Se
comprueba gue el protocolo de sintesis desarrollado, con temperatura de reacciéon de 160°C
permite la obtencién de PC:N con bandas de absorcion de 200 nm a 600 nm, y bandas de
emision en el rango de 300 nm a 700 nm. Los PC:N poseen alta estabilidad electrénica,
abriendo asi nuevas posibilidades para el desarrollo de tecnologias enfocadas a bioimagen.
Por otro lado, se establecié que la sintesis de PCs a partir del protocolo desarrollado y la
incorporacion del ion Gd3*, es efectiva para obtencién de PC:N/Gd3* con bandas de absorcion
de 200 nm a 550 nm y bandas de emisién en el rango de 300 nm a 700 nm, que son una base
para el desarrollo de un potencial agente radiosensibilizante, Adicionalmente, se evidencio la
necesidad de realizar procesos de purificacién rigurosos, para que los PCs puedan ser
aplicados en el estudio de pruebas celulares in vitro.



Capitulo 2
MARCO TEORICO

Este capitulo se profundizan los conceptos relacionados a la radioterapia y las propiedades
de los PCs. Se hace una revision sobre los compuestos usados como fuente de N y el ion
Gd3* y las técnicas de caracterizacion de las propiedades opticas y fisicoquimicas de los
PCs.

2.1 Radioterapia

El uso de la radiacion ionizante como tratamiento para el cancer estd reportado desde
principios del siglo XX [16]. La radioterapia convencional o de haz externo es un tratamiento
basado en emitir un haz de alta energia en forma de fotones de rayos X o rayos Gamma o
particulas como protones, electrones y neutrones sobre el tejido de interés, alterando de
manera nociva las células tumorales [17].

La radioterapia tiene como objetivo afectar estas células por medio de tres fases [18] :

e La fase fisica, donde la radiacién ionizante producida por el haz de alta energia excita
los electrones de los atomos, separandolos de los orbitales atébmicos [6].

e La fase fisicoquimica, que se da por medio de dos efectos. El efecto directo donde la
radiacion afecta directamente a la molécula de ADN generando rupturas en la cadena
y el efecto indirecto donde la afectacion se da principalmente sobre las moléculas de
agua generando asi radicales libres como el peréxido de hidrogeno (H,0,) que
posteriormente provocaran rupturas en la molécula de ADN.

¢ La fase bioldgica donde se desarrollan alteraciones en los tejidos biol6gicos a causa
de las afectaciones en el ADN y se inician los procesos de muerte celular [19].

Este tratamiento no funciona en la misma proporcion para todos los tipos de céncer, la ley
de Bergonié y Tribondeau introducen el termino de radiosensibilidad y a su vez el de
radioresistencia. Estos términos son referentes al efecto que genera la radioterapia sobre los
tejidos. La radioresistencia es caracteristica de cada tejido y se determina por la cantidad de
células eliminadas tras la radiacién, el dafio generado a la molécula de ADN y la capacidad de
proliferacion de las células remanentes [20], [21].

Por otro lado, la radioterapia se aplica teniendo en cuenta la dosimetria requerida. Este es
el estudio de la distribucion de la dosis que recibira el paciente, teniendo en cuenta la
direccion del haz de alta energia, el tamafio del tumor, los tiempos de exposicién y las
sesiones a realizar, con la finalidad de garantizar la mayor absorcion por parte del tumor y
minimizar la afectacion a los tejidos circundantes [22].

Sin olvidar los mecanismos y nuevas tecnologias alrededor de este tipo de tratamiento, la
radioterapia contina presentando algunos limitantes. Se sigue presentando irregularidad en
el tratamiento debido al agendamiento de las citas, estas sesiones pueden llegar a ser diarias
y demandan mucho tiempo, se producen erupciones en la piel semejantes a quemaduras
(toxicidad cutanea), dafo en los tejidos sanos circundantes al tumor debido a la
sobrexposicion de la radiacion y la irradiacion que no interactla con el tumor termina
irradiando tejidos sanos ubicados detras de este [23], [24]. En consecuencia, es necesario el
desarrollo de nuevas estrategias que minimicen la radiacion sobre los tejidos sanos y que
garanticen la mayor irradiaciéon en el tejido tumoral.
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Los agentes radiosensibilizadores forman parte de los desarrollos que aumentan o
potencializan los efectos de la radioterapia. Estos son principalmente medicamentos como el
metronidazol y estrategias como la respiracion de carbogen u oxigeno hiperbarico, que parten
del hecho de que el oxigeno propicia la generacién de peréxidos de hidrogeno y a su vez se
garantiza mayor irradiacion sobre los tejidos [8]. Dado que aun existen restricciones en el uso
de este tipo de medicamentos por los efectos secundarios que generan. Por ende, las
nanoparticulas (principalmente estructuras basadas en zinc, silicio, oro y plata) surgen como
una nueva mecanismo para la potencializacion de aplicaciones como radioterapia y
fotodinamica, abriendo nuevas bases para el desarrollo de estrategias que continlien
reduciendo los limitantes que presentan estos tipos de tratamientos [25].

2.2 Puntos de carbono

Desde su descubrimiento los puntos de carbono (PCs) atrajeron el interés de la comunidad
cientifica debido a sus propiedades fluorescentes. Fluorescencia es el fenébmeno Optico
exhibido por materiales que al ser irradiados con luz UV-Vis, los electrones ubicados en
niveles de energia menor, absorben esta radiacién electromagnética, generando transiciones
hacia niveles desocupados de mayor energia, seguido de un periodo de relajacién en el que
vuelven a estados energéticos de menor energia. Es durante estas transiciones de retorno
gue la energia se libera en forma de fotén con longitud mayor de onda, como se observa en
la Figura 2.1 [26].

o
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|
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Figura 2.1: Diagrama sobre el fundamento de la fluorescencia y el comportamiento de los electrones al
ser irradiados con un haz de fotones.

Ademas de sus propiedades opticas de absorcion y fluorescencia, los PCs son estructuras
basadas en carbonos sp? /sp® reportados por exhibir una alta biocompatibilidad, estabilidad
fisicoquimica y una baja toxicidad [27]. Estos pueden ser sintetizados desde diferentes
precursores y métodos. Uno de estos, es el método solvotermal que se basa en el uso de
precursores organicos que reaccionan a altas temperaturas. Este es un método econémico
gue permite obtener un volumen mayor de reaccion con respecto a otros métodos [28].

En un principio la sintesis se enfocd en los PCs capaces de emitir en longitudes
relacionadas al UV-azul y UV-verde, pero para los tratamientos o aplicaciones dependientes
de la fluorescencia este rango de emision es una limitante [29], debido a que en este ancho
de banda se produce la autoflorescencia enddgena de los tejidos [30]. En consecuencia, para

11



gue los PCs sean la base para nuevos desarrollos en la obtenciébn de biomagenes
multimodales, bioetiquetado e incluso para nuevas tecnologias enfocadas al diagnostico o el
tratamiento del cancer, es necesario modificar sus propiedades Opticas [31], y hacerlos
capaces de emitir en diversas longitudes de onda, desde el UV hasta el infrarrojo cercano
[32], [33]. Estas propiedades pueden obtenerse por medio del dopaje o la funcionalizacién de
los PCs con diferentes elementos.

Entre estos elementos que modifican las propiedades épticas de los PCs se encuentra el
nitrégeno (N), que en concordancia con las transiciones asociadas a los enlaces C-N se
generan desplazamientos en el espectro de emision hacia longitudes de onda mayores a los
600 nm, disminuyendo asi el efecto de la autoflorescencia enddgena de los tejidos [11].
Haciendo una revisién en la literatura sobre sintesis de PCs con longitudes de onda en
emision (A em) desplazados sobre los 600 nm. Se recopila la informacion mostrada en la
Tabla 2.1, donde se determina que los precursores usados frecuentemente como fuentes de
N son la urea y acido citrico.

Tabla 2.1: Precursores usados como fuente de nitrégeno para la sintesis de PCs con propiedades
fluorescentes en el rango amarillo-rojo del espectro electromagnético.

?n?nn; Precursores Solvente Ms,éitwiggige Referencia
625 O-Fenilendiamina, selenourea Agua Milli Q Hidrotermal [34]
530 Urea, acido citrico HCI Hidrotermal [35]
620 Urea, acido citrico N,N dimetilformamida | Solvotermal [36]
550 Urea, acido I-tartarico N,N dimetilformamida | Solvotermal [37]
600 Tiourea, acido citrico N,N dimetilformamida | Solvotermal [38]
510-620 Urea, acido citrico N,N dimetilformamida | Solvotermal [39]
540 Urea, acido citrico H, 0 destilada Microondas [40]
630 Urea, acido citrico Formamida Solvotermal [41]

Para potencializar la radioterapia, se requiere aumentar la probabilidad de interaccion con
los electrones y a su vez los efectos que esto conlleva. En concordancia con esto, los PCs
permiten ser dopados con elementos que poseen un alto nimero atémico como lo es el
gadolinio, un lantanido que es usado como elemento de contraste en resonancias magnéticas
[42]. Se espera que el gadolinio aumente la densidad electrénica de los PCs garantizando una
mayor absorcion celular de la radiacion y aumentando la radiosensibilidad de las células
tumorales [43]. La Tabla 2.2. muestra algunos desarrollos basados en PCs dopados con Gd3*
para generar comportamientos similares a los elementos de contraste en tratamientos contra
el cancer. Ademas, se identifica que el Gd3* es un elemento que se adiciona a los PCs en
concentraciones del 2% al 25%.
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Tabla 2.2: Precursores usados como fuente de Gd3* para la sintesis de PCs enfocados a aplicaciones
de bioimagen, diagndstico o tratamiento del cancer.

Fuente de Gd3* Precursores Aplicacion objetivo Referencia
Nitrato de gadolinio p-fenilendiamina Mejorar la radioterapia en [43]
hexahidratado Acido citrico cancer de pulmon
Nitrato de gadolinio . L Terapia fotodinamica guiada por
(1) p-fenilendiamina IRM [44]
Gadobutrol Aqdo (_:ltrn_:o, Bioetiquetado de carcinoma por [45]
etilendiamina IRM
Acido . .
gadopentético ’L-arglnlna Mejora de la IRM [46]
Cloruro de gadolinio Acido citrico IRM [47]
Acido citrico, Intervencién cardiaca guiada por [48]
etanodiamina IRM
Acido citrico, urea, Fluorescencia roja e IRM [49]
Cloruro de gadolinio Etilediamna , Acido Uso,en IRM, adm_lnl_stramo_n de
- - , . farmacos y quimioterapia [50]
dihidroxihidrocinamico f o
ototérmica
N-acetil-L-cisteina, IRM vy terapia de ablacion [51]
citrato de sodio fototérmica

2.3 Técnicas de caracterizacion

Para determinar las propiedades 6pticas, fisicoquimicas y biolégicas de los PCs se emplean
diversas técnicas de caracterizacion. Que permiten establecer la diversidad de
comportamientos fluorescentes y fisicoquimicos que presentan estas nanoparticulas. Es
importante tener en cuenta que en dependencia de los precursores y el método de sintesis
usado los PCs, estos describen diferentes comportamientos y las técnicas mencionadas a
continuacion permiten recolectar informacion sobre dichas nanoestructuras. Algunas de esas
técnicas y sus fundamentos son descritas a continuacion:

Espectrofotometria UV-Vis

Es una técnica que mide las longitudes de ondas del espectro visible que son absorbidas
por una muestra. La muestra se irradia de manera continua, y si parte de la radiacion es
absorbida, en el espectro residual se detectan vacios 0 huecos esto se conoce como espectro
de absorbancia. Esto ocurre solo si la energia del foton que colisiona con la molécula coincide
con la energia requerida para que sus electrones sean promovidos de sus orbitales basales
hacia orbitales desocupados de mayor energia[52], [53].

Espectrofotometria de fluorescencia

Esta técnica mide la energia emitida de las moléculas cuando los electrones retornan a los
orbitales basales tras haber sido irradiados por un haz de energia electromagnética, el equipo
detecta la los fotones emitidos a diferentes longitudes de onda y de esta manera se genera el
espectro de emision [54].

Potencial Z

Se refiere a la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y las capas de iones que
rodean a la particula dispersa en un solvente, indicando el potencial que se requiere para
desestabilizarla. Los valores obtenidos de esta medicion ofrecen informacién sobre la
estabilidad de las particulas y su tendencia a la aglomeracion. El valor maximo determina el
potencial de la superficie [55], [56].
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Espectroscopia FTIR

El andlisis infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) usa longitudes de onda entre 2.500
nm y 25.000 nm para irradiar la muestra, parte de esta energia la atraviesa, y es recibida con
algunas alteraciones. A esta alteracion se le conoce como huella, y es especifica de cada tipo
de muestra. Los niveles de energia de la radiacion coinciden con las frecuencias vibratorias
de los enlaces en las moléculas covalentes [57].

Esta técnica es fuertemente usada para determinar la informacion estructural de la muestra,
en la Tabla 2.3 se puede observar los enlaces atribuidos a cada frecuencia de vibracion [53].
Esta informacion sera la base para el analisis de este tipo de caracterizacion.

Tabla 2.3: Enlaces atribuidos a las diferentes frecuencias de una espectroscopia FTIR, adaptada de
[53].

Enlace Tipo de vibracion Frecuencia (cm™1)
N—H | Primarias y secundarias de amidas y aminas | 3500-3100 Streching
1640-1550 blending
O-H Acidos carboxilicos 3400-2400
C-H Enlaces CH; 1450-1375
Cc=0 Carbonilos 1800-1650
c=C Aromaticos 1600y 1475
C-0 ) Amidas 1680-1630
Acidos carboxilicos 1300-1000
C-N Aminas 1350-1000

Microscopia de fuerza atdmica

Es una técnica de medida superficial que hace uso de un microscopio de fuerza atémica.
Este instrumento tiene una punta afilada al final con un voladizo, que responde a la fuerza de
atraccion y repulsion de la superficie, es decir, se ve atraida hacia ella y se repele cuando se
encuentra muy cerca. Los movimientos del voladizo se detectan por medio de la incidencia de
un laser y un sensor fotosensible que recibe la sefial reflejada por el voladizo. El instrumento
se desplaza sobre la muestra para leer la topologia de la misma y se obtiene la imagen con
resolucién a nano escala [58], [59].

Ensayo de citotoxicidad MTT

Es una técnica que mide el metabolismo mitocondrial, el cual esta altamente relacionado
con la viabilidad celular. Las células son sometidas a la presencia del compuesto MTT
(bromuro de 3-3,4-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) el que es reducido por las
mitocondrias y se generan cristales de formazan. Dichos cristales reflejan la densidad 6ptica,
la cual esta directamente relacionada con la viabilidad celular, permitiendo la evaluacion de la
citotoxicidad [60],[61].
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Capitulo 3

METODOLOGIA

Para el cumplimiento de los objetivos se plantean 3 etapas. En la Figura 3.1, se muestra el
diagrama de flujo propuesto para el desarrollo del proyecto. En este se establece como
primera etapa la sintesis de puntos de carbono dopados con N (PC:N), en esta etapa se
optimiza la temperatura de reaccion. Segundo, se inicia la sintesis de los puntos de carbono
codopados con N y el ion gadolinio (Gd3*) , variando la concentracién de gadolinio.
Posteriormente se caracterizan los PC:N y PC:N/Gd3*, evaluando la afectacién que produce la
introduccion del gadolinio en las propiedades Opticas y fisicoquimicas. Por dltimo, se realizan
los ensayos preliminares de citotoxicidad.

Sintesis de PC:N Sintesis de

(Optimizacion de la PC'N/Gd3+
temperatura de reaccion) '

Ensayos preliminares Caracterizacion
de citotoxicidad de PC:Ny
PC:Ny PC:N/Gd3* PC:N/Gd3*

Figura 3.1: Diagrama de flujo de las etapas ejecutas para el desarrollo del proyecto.
3.1 Sintesis y purificacion de PC:N

Los PC:N se sintetizan a partir del método solvotermal en un recipiente de teflon de 100 mL
y una autoclave. Los precursores organicos son acido citrico (Sharlau) como fuente de
carbono (C), urea (Sigma-Aldrich) como fuente de nitrégeno y formamida (Sigma-Aldrich)
como solvente. En la Figura 3.2 se muestra el esquema de sintesis purificacion propuesto
para la preparacion de los puntos de carbono dopados con N.

Para la sintesis de PC:N se dispersa urea y &cido citrico en una relacion en masa 1:1 en 15
mL de formamida [41]. Esta mezcla se homogeniza por sonicacion por 10 min y luego se
introduce al reactor por un periodo de 12 horas variando la temperatura de reaccion. La
temperatura optima de reaccion se determiné a partir de las propiedades Opticas de los PCs.
Para esto se evaluaron las propiedades de absorcién y fluorescencia de los PC obtenidos en
un rango de temperatura de 100°C a 200°C. Al término de la reaccién, el producto obtenido se
deja enfriar hasta temperatura ambiente. Para su purificacion, la mezcla se centrifuga a 4000
rom por 20 min seguido de dos procesos de centrifugado a 10000 rpm por 10 min,
manteniendo el sobrenadante de la mezcla después de cada ciclo de centrifugado.
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El sobrenadante se filtra (filtro de 0.20um Sartorious, PTFE) y el filtrado se mezcla con agua
ultrapura Milli-Q en una relacion 1:1 (vol:vol). La homogenizacion de esta mezcla se realiza
por sonicacion. El filtrado se somete a un proceso de separacion por cromatografia de
columna, para separar los fluoroforos libres, los elementos que no fueron participes de la
reaccion y los elementos de mayor tamafio de los PCs. La columna se prepara en una pipeta
Pasteur de 150mm (Brand), con lana de vidrio como tapoén, gel de silica (Sigma-Aldrich) como
fase estacionaria y una solucién de agua ultrapura Milli Q y acetonitrilo (Sigma-Aldrich) en
concentracion 1:1 como eluyente [62]. La solucion que pasa por la columna de cromatografia
de 6 cm, se separa en diferentes recipientes, se seleccionan los recipientes de interés de
acuerdo con la fluorescencia que presentan al ser irradiados a una longitud de onda de
365nm, y teniendo en cuenta que primero saldran fluoroforos libres, luego los PCs y por
ultimo, los elementos de mayor tamafio o elementos que no reaccionaron. La solucion
correspondiente a los PC:N se filtra en un filtro de 0.20um y se secan en un horno
convencional a 100°C por 10 horas.

i Wi 2° o '.: | D e
(o]
)j\ + W + /“\ T I* — & V-
H,N NH, ™ L, o H NH, | S
Urea Acido Citrico  Formamida 12h, 100-200°C

‘
100°C 10h Cromatografia
de columna

Figura 3.2: Esquema resumen de la sintesis de los PC:N.
3.2 Sintesis y purificacion de los PC:N/Gd3*.

Los PC:N/Gd3* se sintetizan siguiendo el procedimiento descrito en la seccidn 3.1, se usan
los mismos precursores y como fuente de Gd3* se introduce &cido gadopentético (Sigma-
Aldrich), variando la concentracién de este con respecto al peso del acido citrico en 5%, 10%
y 20%, las diferentes concentraciones se varian con respecto a la revision de la literatura
sobre el dopado con Gd3*. La reaccién se lleva a cabo a 160°C por 12 horas. Estas
reacciones se purifican siguiendo los procesos de centrifugado, filtrado y cromatografia de
columna, y posteriormente se secan por 10 horas a 100°C en un horno convencional,
obteniendo asi una masa conocida de PCs.

3.3 Pruebas de caracterizacion de PC:N y PC:N/Gd3*

Espectrofotometria UV-Vis

Cada reaccién de PCs sintetizados secos se dispersan en agua destilada y filtrada a una
concentracion de 50 pg/mL (volumen total: 2 mL). Los espectros de absorcion de estas
muestras se miden usando un espectrofotometro Flame-S-XR1-E y como fuentes de
irradiacion las lamparas de deuterio y halégeno. La muestra se ubica en una celda de cuarzo
de paso de luz de 1 cm. Los datos se adquieren por el software Ocean View, y se procesan
por medio del software OriginLab.
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Espectrofotometria de fluorescencia

Las soluciones dispersas se ubican en una celda de cuarzo y se irradian con una lampara
de deuterio, los espectros de emision se miden por medio del espectrofotobmetro Flame-S-
XR1-ES, estas mediciones se realizan en un rango de longitud de onda de 200 nm a 800 nm.
Los datos se adquieren por el software Ocean View, y procesan por medio del software Origin
Lab.

Las caracterizaciones anteriores permitieron identificar que temperatura de reaccién mostro
las condiciones 6pticas mas favorables para la obtencion de PCs dopados con N (PC:N).Y
que concentracion de Gd3* indica la mayor introduccién del ion en la nanoestructura
(PC:N/Gd3*), a estas soluciones se les completa los esquemas de caracterizacion.

Medicién del Potencial Z

Se dispersan los PC:N sintetizados a 160°C secos a una concentracion de 1 mg/mL en
Agua destilada, y se realiza la medicion por medio del equipo Gama Zetasizer Advance
(Malvern Panalytical), la cual se realiza por triplicado y por dltimo se interpretan los resultados.

Espectroscopia FTIR

Los espectros infrarrojos de los PC:N y PC:N/Gd3* y precursores de C y N se miden en un
espectrometro ThermoScientific Nicolet iS5 FTIR. Los datos son procesados con el software
OMNIC y Origin Lab. Las muestras se analizan después del proceso de secado.

Ensayo de citotoxicidad MTT

Se siembran células 3T3-L1 (fibroblastos), HT29 (células derivadas de cancer de colon) y
en una placa de 96 pozos (10000 células por pozo) y se incuban a 37°C en un ambiente de
5% de CO2. Se realiza una solucion madre con la disolucion de medio (suero fetal bovino y
DMEM) y PC:N a concentraciones de 50,125,250 y 500 pg/mL de PC:N en un volumen total
de 1.2mL. Esta solucién se divide en 6 pozos de la placa para realizar los ensayos por
triplicado de cada linea celular. En dicha placa también se siembran los pozos de control
negativo (células en medio), el Background (DMSO) (Figura 3.3), y en otra placa los controles
positivos (células con peréxido 1.5% mv), Todas las células se incuban por un periodo de 24h.
Luego se agrega 20 L de solucién MTT y se incuban por 4h a 37°C. Pasado el tiempo se
retira el MTT y se adiciona 200 pL de DMSO (de acuerdo a Ran Chen [63]). Se mide el
espectro de absorcion (560-670 nm) de la placa por medio de un Lector Multimodal Cytation 3
(Bio Tek), se repite el proceso anterior en lineas celulares que se incuban por un periodo de
48h.

La evaluacién de los PC:N/Gd3* se realiza siguiendo el proceso anterior, pero en las lineas
celulares 3T3-L1 y U87 (células derivadas de glioblastomas), Los resultados se analizaron,
teniendo en cuenta la relacién directa entre la densidad o6ptica y la viabilidad celular.
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Figura 3.3: Esquema de la distribuciéon de los pozos para la realizacién del ensayo de MTT.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion de los PC:N Y
PC:N/Gd3* con sus respectivos andlisis.

4.1. Sintesis y caracterizacion de PC:N

Para la sintesis de PC:N se varia la temperatura de reaccion con el objetivo de determinar
un protocolo 6ptimo para la obtencién de PC:N con espectros de emision desplazados hacia
longitudes de onda mayores a los 600 nm. La variacion de la temperatura de reaccion
representa cambios en los comportamientos 6pticos de los PCs obtenidos. Como se observa
en la Figura 4.1.a, donde las reacciones sintetizadas a diferentes temperaturas, tras el
proceso de purificacion muestran diferentes comportamientos Opticos al ser irradiadas a una
longitud de onda de 365 nm. También en la misma figura se observa que al dispersar los
PC:N en agua destilada a concentracion de 50 ug/mL, todas las reacciones expresan
fluorescencia azul (Figura 4.1.b) lo que nos estd indicando la presencia significativa de
particulas fluorescentes a base de carbono en cada una de las reacciones.

N ™ o — \«—-==’
\_‘/ —
100°C 120°C 140°C 160°C 180°C 200°C

|
b=y
L &

100°C 120°C 140°C 160°C 180°C 200°C

MENEN

Figura 4.1: a) Fluorescencia de PC:N sintetizados a diferentes temperaturas luego de los procesos de
purificacion al ser irradiados a una longitud de onda de 365 nm. b) Fluorescencia de PC:N a diferentes
temperaturas dispersos en agua destilada a concentracién de 50 pg/mL al ser irradiados a una longitud
de onda de 365 nm.

A las muestras dispersadas en agua destilada, de las diferentes temperaturas de reaccion
usadas, se le miden los espectros de absorcion. Los resultados se muestran en la Figura 4.2
donde se puede observar todas las temperaturas presentan una banda de 200 nm a 300 nm,
atribuida con la transicién electronica @ —m*, transiciones asociadas al enlace-C=C,
caracteristico de los PCs. En el rango de 300 a 400 nm, las muestras obtenidas a las
temperaturas de 100 a 160°C presentan bandas atribuidas a transiciones n —n* afines a los
enlaces -C=0y -C.N, lo que confirma que a estas temperaturas se favorece la introduccion de
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especies atomicas de N y O a la nanoestructura. A temperaturas mayores a 160 no se
evidencian bandas definidas asociadas a transiciones n —m*, las interacciones en estas
temperaturas pueden ser menores y debido a esto el maximo de 300 a 400 nm no esta
definido.
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< 180°C
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o
0
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200 300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)
Figura 4.2:Espectros de absorbancia de los PCs sintetizados a diferentes temperaturas dispersados en
agua destilada a concentracion de 50 pg/mL al ser irradiados con lampara de deuterio y halégeno.

El area bajo la curva es un parametro que nos indica que temperatura es la que presenta
mayor interaccion de fotones de luz UV-Vis con los PC:N, La Tabla 4.1 contiene el valor de
este parametro para cada temperatura calculado por medio del software OriginLab, alli se
puede determinar que las temperaturas con mayores interacciones y el maximo definido en el
ancho de banda de 300 nm a 400 nm son la de 140°C y 160°, con un valor de 252,92 y
321,57 respectivamente.

Tabla 4.1:Valores del &rea bajo la curva del espectro de absorbancia para cada temperatura.

Temperatura (°C) Area bajo la curva
100 47,97
120 112,35
140 252,92
160 321,57
180 250,62

Los espectros de emision de los PC:N sintetizados a diferentes temperaturas se muestran
en la Figura 4.3, donde el aumento de la temperatura refleja un aumento de la intensidad en
el espectro de emision, ademas se observa que la temperatura de 160° es la que muestra
mayor intensidad. Por otro lado, a medida que se aumenta la temperatura también se observa
un corrimiento en la banda de emision hacia valores superiores a los 600 nm. Indicando la
generacion de fotones en longitudes de onda superiores donde la absorcion de los fluoroforos
enddgenos es minima.
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Figura 4.3 Espectros de Emision de los PCs sintetizados a diferentes temperaturas dispersados en
agua destilada a concentracién de 50 pg/mL al ser irradiados con lampara de deuterio.

Las reacciones de 140°C y 160°C muestran mayor intensidad de fluorescencia por lo que
se mide el area bajo la curva dada en unidades arbitrarias, para determinar la temperatura
qgue presenta mayor intensidad total de emision (Tabla 4.2). Aunque la temperatura de
reaccion de 180°C muestra mayor area total bajo la curva, esta temperatura de reaccién no
presenta desplazamiento significativo hacia las longitudes de onda mayores a los 600 nm. Es
asi como se determina que las reacciones a temperaturas de 140 °C y 160°C son las que
presentan las condiciones mas favorables para la sintesis de PCs dopados con N, debido a
gue poseen areas bajo la curva de 132,68 y 149,78 respectivamente, y por muestran los
mayores desplazamientos del espectro de emisién a longitudes de onda superiores a los 600
nm.

Tabla 4.2: Valores del area bajo la curva de los espectros de emision para cada temperatura.

Temperatura (°C) Area bajo la curva
100 49,81
120 73,26
140 132,68
160 149,78
180 153,49

De acuerdo con los resultados anteriores se procedid a realizar el triplicado de las
reacciones a temperatura de 140°C y 160°C, debido a que presentan los comportamientos
Opticos mas favorables para la obtencion de PC:N. Como los espectros de los triplicados
mostraron comportamientos similares se procede a evaluar el grafico que muestra la mayor
absorcion e intensidad en el espectro de emision. En la Figura 4.4 se observa que persiste la
presencia de especies nitrogenadas en ambas temperaturas de reaccion, dado que se
encuentra el maximo en el ancho de banda de 300 nm a 400 nm relacionado a las
transiciones electrénicas n —m*. La evaluacion del area bajo la curva se hace dividiendo los
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datos en 5 areas para establecer cual de estas reacciones posee mayor absorcion de luz UV-
Vis en el ancho de banda de 300 a 400 nm. En la Tabla 4.3 se muestra que la temperatura de
reaccion de 160°C es la que posee mayor interaccion en dicho ancho de banda con un valor
de area bajo la curva de 61,46.
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Figura 4.4: Espectros de absorbancia los PCs sintetizados a 140°C y 160°C dispersados en agua
destilada a concentracion de 50 pg/mL al ser irradiados con lampara de deuterio y halégeno.

Tabla 4.3: Valores del area bajo la curva de los espectros de absorbancia de los PCs sintetizados a
140°C y 160°C dispersados en agua destilada a concentracion de 50 pg/mL.

Area bajo la curva

Temperatura (°C) Al A2 A3 A4 A5
140 60,23 | 40,77 | 21,60 | 9,17 | 5,38
160 77,10 | 61,46 | 27,28 | 11,89 | 6,65

Por otro lado, los espectros de emision (Figura 4.5) muestran un desplazamiento a
longitudes de ondas mayores a 600 nm, y un maximo sobre los 500 nm, indicando la
presencia de especies nitrogenadas y estructuras basadas en carbono respectivamente, la
evaluacion del area bajo la curva (Tabla 4.4) denota que la temperatura de reaccion de 160°C
posee mayor intensidad en el espectro de emision con un valor de 146,71. A partir de los
resultados obtenidos en la medicidbn de las propiedades Opticas se determina que la
temperatura de sintesis que posee las condiciones Opticas favorables para la obtencién de
PC:N, que tenga propiedades fluorescentes desplazadas a longitud de onda mayores a los
600 nm, es la de 160°C.
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Figura 4.5: Espectros de emision de los PCs sintetizados a 140°C y 160°C dispersados en agua
destilada a concentracion de 50 pg/mL al ser irradiados con lampara de deuterio.

Tabla 4.4: Valores del area bajo la curva de los espectros de emisién de los triplicados de los PCs
sintetizados a 140°C y 160°C.
Temperatura (°C) Area bajo la curva

140 130,53
160 146,71

A los PCs con 160°C como temperatura de reaccion (PC:N). Se les realiza la medicién del
potencial Z, se obtuvo un valor de -34,6 + 3,48 mV, este valor indica la alta estabilidad
eléctrica de los PC:N y la resistencia que presentan a aglomerarse o flocularse. Ademas de la
presencia de pares de electrones libres en la superficie como nitrégeno u oxigeno.

En la Figura 4.6 se muestran los espectros de FTIR de los PC:N y los precursores usados
en el proceso sintético, se observan las vibraciones atribuidas a los grupos funcionales -N-H,
-C=0 y -C—N caracteristicos de la urea con anchos de banda en 3431,07 cm™*! (oscilacién de
estiramiento de los grupos amida), 1590,02 cm™! y 1148,4 cm™!, respectivamente, Para el
acido citrico se definen las oscilaciones y sus anchos de banda atribuidas a -C-H (3014,67
cm™1),-C=0 (1721,64 cm™1),-C-0 (1412,08 cm™1) relacionado con los &cidos carboxilicos y -
C-N (1204,81 cm™1) perteneciente a los grupo amina del precursor. En concordancia con
estos resultados se observa oscilaciones referentes a los mismos enlaces en la muestra de
PC:N. También se pronuncia una banda en 3182,62 cm™! que hace referencia al enlace -O-H
gue podria estar en la superficie. Ademas, se ven los picos representativos de los enlaces
C=C en 1600 cm™! y 1475 cm™? atribuidos a los enlaces -C=N, siendo otro posible indicador
de la presencia de las especies nitrogenadas.
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Figura 4.6:Espectroscopia FTIR de las muestras de urea, acido citrico y PC:N, con los grupos
relacionados a cada minimo.

Para cerrar esta seccion, con la informacion espectroscépica recopilada, se propone la
distribucion de atomos que conforman los PC:N (Figura 4.7). Estos PCs fueron sintetizados
por medio del método solvotermal, usando precursores organicos como urea acido citrico y
formamida, y temperatura de reaccion de 160°C. Este modelo facilita el desarrollo de nuevas
tecnologias, ya sea por medio de la funcionalizacién o el dopado de los PCs.

Figura 4.7:Distribucidon de 4tomos que conforman los PC:N.

4.2. Sintesis y caracterizacion de los PC:N/Gd3*

El paso siguiente al desarrollo del protocolo para la sintesis de PC:N es hacer la
introduccion del ion de gadolinio en ese protocolo de sintesis con temperatura de reaccion
optimizada. La adicion del Gd3* se realiza por medio del acido gadopentético que es usado
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como agente de contraste para resonancias magnéticas. La introduccién de este elemento se
hace variando la concentracion en masa con respecto al peso del &cido citrico, para de esta
manera evaluar los impactos que genera el Gd3* en las propiedades de los PC:N, y evaluar
los PC:N/Gd3* obtenidos como base para el desarrollo de un potencial agente
radiosensibilizante.

La evaluacién de espectrofotometria UV-vis de los PC:N/Gd3*se analiza de la misma manera
gue los anteriores, en la Figura 4.8 se observa que las diferentes reacciones presentan una
banda de 200 nm a 300 nm, atribuida con la transicion electrénica m —n*, transiciones
caracteristicas del enlace -C=C presentes en los PCs. Los PC:N con 0%Gd3* presentan un
maximo en la banda de 300 a 400 nm caracteristico de las transiciones n —m*. Los
PC:N/Gd3* sintetizados con diferentes concentraciones de Gd3* no presentan este maximo,
pero si muestran absorbancia en el mismo ancho de banda. La disminucién en la intensidad
de esta banda de absorbancia puede atribuirse a la incorporacion del ion Gd3* en la
nanoestructura, ocupando espacios donde los atomos de N se ubicaron en la sintesis de
PC:N. La reaccién de 5% Gd3* posee la mayor absorbancia entre los PCs codopados, como
se muestra en los valores del area bajo la curva ubicados en la Tabla 4.5.
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Figura 4.8: Espectro de absorbancia de los PC:N/Gd3* con diferentes concentraciones de Gd3*
dispersados en agua destilada a concentracién de 50 pg/mL al ser irradiados con lampara de deuterio y
hal6geno.

Tabla 4.5: Valores del area bajo la curva de los espectros de absorbancia de los PC:N/Gd3* con
diferentes concentraciones de Gd3*.

Concentracién Gd3* Area bajo la curva
0% 103,05
5% 78,34
10% 44,96
20% 54,45
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Por otro lado, la introduccion de iones Gd3* no muestra cambios evidentes en la
fluorescencia exhibida por los PC:N/Gd3* en comparacion con los PC:N. En la Figura 4.9 se
muestran los espectros de emisién de los PC:N/Gd3* en funcién de la concentracion de Gd3*.
Alli se observa que los PC:N/Gd3* poseen espectros de emisiébn con comportamientos
similares a los PC:N. Mostrando que la solucion realizada con el 10% Gd3* es la que presenta
la mayor intensidad de emisidn con un calor del area bajo la curva total de 136,30 (Tabla 4.6).
A partir de estos resultados se plantea la posibilidad de usar los PC:N/Gd3* con 20% Gd3*
como la base para el desarrollo del potencial agente radiosensibilizante.
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Figura 4.9: Espectro de emision de los PC:N/Gd3* con diferentes concentraciones de Gd3* dispersados
en agua destilada a concentracion de 50 ug/mL al ser irradiados con lampara de deuterio.

Tabla 4.6: Valores del area bajo la curva de los espectros de emision de los PC:N/Gd3* con diferentes
concentraciones de Gd3*.

Concentracion Gd3* Area bajo la curva
0% 128,18
5% 129,72
10% 136,30
20% 113,04

En la Figura 4.10 se relacionan los espectros de FTIR de las muestras del &cido
gadopentético, PC:N y PC:N/Gd3*. El quelato de gadolinio posee oscilaciones relacionadas a
los grupos funcionales -C—O y -C—N en los anchos de banda de 1571,81 cm™! y 1396,3 cm™?
respectivamente. En conjunto con las vibraciones de los PC:N explicados anteriormente
(Figura 4.6), se puede observar como los PC:N/Gd3* exhiben oscilaciones relacionadas a -N—
H, -O-H, -C=0, -C-0O y -C-N, relacionados a los grupos amidas y acidos carboxilicos.
Comparando los comportamientos de los PC:N y PC:N/Gd3*, se evidencia la afectacion de la
introduccién del ion Gd3* al pronunciar las oscilaciones relacionadas a C-N del grupo amina
presente en el ancho de banda de 1377,90 cm™! y la relacionada a C=C en 1475 cm™1.
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Figura 4.10: Espectroscopia FTIR de las muestras de PC:N, acido gadopentético y los PC:N/Gd3* con
los grupos relacionados a cada minimo.

Este andlisis nos ofrece informacion sobre la estructura de los PC:N/Gd3* sintetizados en
este proyecto. Es asi como se propone la estructura para los PC:N/Gd3*(Figura 4.11). La cual

ofrece la base para el desarrollo de mecanismos de funcionalizacién como paso siguiente del
macroproyecto.

Figura 4.11: Distribucion de atomos de los PC:N/Gd3*
4.3. Ensayo de Citotoxicidad MTT

La evaluacion de la citotoxicidad para los PC:N se realizé en las lineas celulares 3T3-L1 y
HT29, de esta manera se obtiene méas informacién sobre la interaccion de los PC:N con
células cancerigenas y células sanas. En la Figura 4.12.a se observa los resultados obtenidos
del ensayo de MTT para los PC:N, donde la viabilidad es representada por las barras. Los
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resultados obtenidos tras el periodo de 24 h, muestran viabilidades del 73-78% para las
células HT29 y entre 65-83% para las 3T3-L1 para las diferentes concentraciones de PCs-N.
Para el periodo de 48 h (Figura 4.12), los rangos disminuyen a valores entre el 58-78% y 45-
53% para las células de HT29 y 3T3-L1 respectivamente, ambos resultados en comparacion a
la viabilidad de las células de control negativo (0 pg/mL), nos estan indicando citotoxicidad.
Esto puede deberse la evaporacion incompleta del solvente o a la naturaleza de los PCs
sintetizados.

Por otro lado, se observa una alta variabilidad en los datos, esto puede deberse a la
inexactitud en la cantidad de células por pozo. Es importante repetir este proceso de tal
manera que se garantice la eliminacion del solvente de los PCs y el estado de los cultivos,
para minimizar los elementos externos que pueden variar los resultados.
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Figura 4.12: Resultados obtenidos del ensayo MTT en las lineas celulares HT29 y 3T3-L1 tras ser
sometidas a la presencia de PC:N en un periodo de a) 24 horas y b) 48 horas de incubacion.

Los PC:N/Gd3* se lavaron con acetona para eliminar el solvente y de esta manera reducir la
citotoxicidad de las nanoparticulas. La formamida presenta una alta solubilidad en la acetona
lo que permitira una rdpida evaporacion de este solvente y minimizara el efecto de este en los
resultados de la citotoxicidad. Este lavado consiste en adicionar 2 mL de acetona en la
solucion de PC:N/Gd3* dispersos en agua destilada, realizar shaking por 5 min y centrifugar a
9000 rpm por 15 min, manteniendo el sobrenadante de las mezclas, este proceso se repite 3
veces. Por Ultimo, se secan en un horno convencional y se obtienen una masa definida de
PC:N/Gd3*
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Los PC:N/Gd3* se evaluaron en los cultivos celulares U87 y 3T3-L1, La Figura 4.13
muestra los resultados obtenidos, donde la linea celular U87 presenta la mayor viabilidad
(mayor 77%) en la concentracion de PCs mas baja usada, en el periodo de 24 h, y
viabilidades superiores al 80% en el periodo de 48h. Para la linea celular 3T3-L1 los PCs
muestran citotoxicidad tras 24 h de cultivo con viabilidades menores al 62% y se observa que
en los resultados obtenidos a las 48 h el comportamiento de esta linea celular no es uniforme,
lo que puede deberse al mal estado del cultivo o al error en la cantidad de células por pozo.
Ademas, la alta variabilidad de los datos también puede relacionarse con las 2 variables antes
descritas.

En efecto los PC:N/Gd3* presentan citotoxicidad en las lineas celulares U87 y 3T3-L1 al
obtener viabilidades menores al 80% tras un periodo de 24 h de cultivo, y la variabilidad de los
datos obtenidos a las 48 h hace pertinente repetir dicho ensayo.
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Figura 4.13:Resultados obtenidos del ensayo MTT en las lineas celulares U87 y HT29 tras ser
sometidas a la presencia de PC:N/Gd3* en un periodo de a) 24 horas y b) 48 horas de incubacion.

Sin embargo, los resultados obtenidos de los ensayos de citotoxicidad indican que es
necesario evaluar la concentracion de trabajo que deben usarse determinar si en efecto se
disminuye la citotoxicidad mostrada por las diferentes lineas celulares.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Se logro sintetizar PC:N por medio del método solvotermal, con temperatura de reaccion de
160°C, y usando precursores organicos como urea, acido citrico y formamida, que exhiben
absorbancia en el ancho de banda de 200 nm a 600nm, y un espectro de emisién con
longitudes de onda de 300 nm a 700 nm, logrando emitir en el ancho de banda donde la
autoflorescencia de los tejidos enddégenos es minima. Los PC:N poseen alta estabilidad
electrénica y resistencia a la aglomeracién y transiciones asociadas a los enlaces -C=C
caracteristicas de los PCs. Los PC:N ofrecen una base para el desarrollo de tecnologias
enfocadas a aplicaciones como bioimagen. Por otro lado, se sintetizaron PC:N/Gd3*, que
poseen bandas de absorcion de 200 nm a 550 nm y bandas de emisién en el rango de 300
nm a 700 nm. A demas presentan estructuras quimicas similares a los PC:N y ofrecen una
base viable para el desarrollo de un potencial agente radiosensibilizante.

Los ensayos de MTT muestran citotoxicidad de los PC:N y de los PC:N/Gd3*, esto puede
ser debido a la posible contaminacién de ambos puntos de carbono con el solvente. Sin
embargo, es pertinente repetir estos ensayos para determinar si la citotoxicidad es por un
agente externo o por la naturaleza de los puntos, y asi reevaluar las concentraciones de
trabajo.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

6.1 Recomendaciones

Para aumentar la informacion sobre el comportamiento de los PCs sintetizados. Se
recomienda realizar la dispersion de los PCs en diferentes solventes y de esta manera
determina si las propiedades fluorescentes de estos son dependientes del solvente. Ademas
de indagar sobre otras técnicas de purificacién que aseguren la no transferencia de solvente
al trabajo con células.

Adicionalmente, se propone evaluar la citotoxicidad por medio de otras técnicas como el
azul tripan, con el fin de obtener mas informacion sobre la biocompatibilidad de las
nanoparticulas.

6.2 Trabajos futuros

Corto plazo: Analizar los resultados de los PC:N y PC:N/Gd3* correspondientes a las
pruebas de microscopia de fuerza atémica que fueron enviados al laboratorio de MetCore,
realizar la medicion del potencial Z de los PC:N/Gd3™*. Y revisar los ensayos celulares de MTT
evaluando la viabilidad de los PC:N y PC:N/Gd3* y las concentraciones usadas en las
pruebas in vitro.

Mediano plazo: Realizar otros ensayos de citotoxicidad como el ensayo de azul tripan para
obtener mas informacién sobre el comportamiento de los PC:N y PC:N/Gd3* en estudios in
vitro.

Largo plazo: Se propone poner en marcha los ensayos clorogénicos para analizar si se
genera un aumento de los efectos de la radioterapia al irradiar las células con rayos X.
Ademas, buscar mecanismos que permitan funcionalizar los puntos de carbono con el
objetivo de lograr el aumento de los efectos de la radioterapia o iniciar los procesos de muerte
celular cuando los puntos de carbono se encuentren en contacto con las células
cancerigenas.
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