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RESUMEN

El glioblastoma es un tumor situado en el sistema nervioso central y es considerado
como uno de los tumores mas agresivos, por lo que es clasificado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como de grado IV [1], [2]. Este tipo de tumor tiene multiples
mecanismos para evadir los tratamientos y logra invadir rdpida y progresivamente el
tejido nervioso. En la actualidad, su tratamiento se basa en la combinacion entre cirugia,
radioterapia y en algunos casos especificos, quimioterapia [2].

En el caso de la radioterapia, se presentan dos grandes retos: el primero es erradicar
el tejido tumoral asegurando un dafio minimo al tejido sano circundante; el segundo
desafio reside en el fendbmeno de la radioresistencia de los tumores, es decir la
capacidad del tumor a resistir los efectos destructivos de la radiacién ionizante. Por esta
razon, se ha explorado la incorporacién de agentes radiosensibilizantes que permitan
incrementar la dosis recibida en el tumor y evitar el dafio en el tejido adyacente [3].

En los dltimos afios, algunos tipos de nanoparticulas han jugado un papel importante
en este tipo de aplicaciones debido a sus caracteristicas particulares como su tamafio,
composicion, y biocompatibilidad las cuales las hacen capaces de interactuar con
radiaciones ionizantes, aumentando la dosis depositada y asi potencialmente
incrementar la eficiencia de este tipo de terapia [4]. Para el caso especifico del uso de
nanoparticulas como agentes radiosensibilizantes en radioterapia se busca que estas
contengan en su composicion elementos o especies quimicas con un alto nimero de
electrones, lo cual puede generar que en el proceso de irradiacion se produzcan
emisiones secundarias y por tanto la dosis aplicada en los tumores sea mayor . Los
puntos de carbono (PC) son un nuevo tipo de nanoparticulas basadas en carbono,
atractivos por sus caracteristicas de biocompatibilidad, biodistribucion, propiedades
Opticas y su facilidad de sintesis. Adicionalmente, este tipo de nanoparticulas presenta
la capacidad de agregar en su composicibn atomos que presenten un alto niamero
atomico [5].

En este trabajo se desarrollaron nanoplataformas basadas en puntos de carbono
dopadas con iones lantanidos para su preliminar evaluacion como agente
radiosensibilizador en el tratamiento de glioblastoma. Los PC son sintetizados por el
método de microondas a una temperatura de 200°C usando urea y acido citrico como
precursores organicos. En el proceso sintéticos se incluyen acido
dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal dihidrégeno hidrato y cloruro de iterbio (lI1)
hexahidrato como los precursores de iones lantanidos con el fin de incrementar la nube
electrénica que interactuara con los haces de energia ionizante. Las nanoplataformas
sintetizadas (PC: PC:Gd3* y PC:Gd?3*,Yb?*) fueron caracterizadas por microscopia de
fuerza atémica (AFM, por sus siglas en inglés), potencial Z, espectroscopia de
fluorescencia, UV-Vis y de infrarrojo. A continuacion, se evalué el efecto citotdxico en



diferentes lineas celulares cancerosas y no cancerosas y cultivos primarios en funcion
de las concentraciones de las nanoplataformas, observando que las PC, PC:Gd3*" y
PC:Gd3**,Yb** no son citotdxicas en concentraciones menores a 500ug/mL y que en
células no cancerosas la viabilidad celular es menor que en las células cancerosas
expuestas a los tratamientos. Con el fin de conocer las primeras acercaciones al
potencial radiosensibilizador de estas nanoplataformas, lineas celulares y cultivos
primarios fueron incubados con estos tratamientos y posteriormente irradiados. Dicho
proceso, fue realizado en el Centro de Control de Cancer a partir de un protocolo de
irradiacion previo. Después de sembrar las células irradiadas, se analiz6 su capacidad
de proliferacion celular obteniendo la curva de fraccién de superviviencia para la linea
celular U87 y los cultivos primarios de glioma, mostrando una disminucion en la fraccion
de supervivencia de las células con tratamiento (PC y PC:Gd?*) respecto a las células
sin el mismo. Concluyendo asi, un posible potencial como agente radiosensibilizador
en el tratamiento de glioblastoma, por medio del ensayo in vitro.

Palabras clave: Puntos de carbono; Agente radiosensibilizador; lones lantanidos;
Radioterapia; Glioblastoma; Experimentos in vitro.



ABSTRACT

Glioblastoma is a tumour located in the central nervous system and is considered one
of the most aggressive tumours, which is why it is classified by the World Health
Organisation (WHO) as grade IV [1], [2]. This type of tumour has multiple mechanisms
to evade treatment and manages to rapidly and progressively invade nerve tissue.
Currently, its treatment is based on a combination of surgery, radiotherapy and, in some
specific cases, chemotherapy [2].

In the case of radiotherapy, there are two major challenges: the first is to eradicate
tumour tissue while ensuring minimal damage to surrounding healthy tissue; the second
challenge lies in the phenomenon of tumour radioresistance, i.e. the ability of the tumour
to resist the destructive effects of ionising radiation. For this reason, the incorporation of
radiosensitising agents has been explored to increase the dose received by the tumour
and avoid damage to adjacent tissue [3].

In recent years, some types of nanoparticles have played an important role in this type
of application due to their particular characteristics such as their size, composition and
biocompatibility, which make them capable of interacting with ionising radiation,
increasing the deposited dose and thus potentially increasing the efficiency of this type
of therapy [4]. In the specific case of the use of nanoparticles as radiosensitising agents
in radiotherapy, it is sought that these contain in their composition elements or chemical
species with a high number of electrons, which can generate secondary emissions in
the irradiation process and therefore the dose applied to tumours is higher. Carbon dots
(CPs) are a new type of carbon-based nanopatrticles, attractive for their biocompatibility,
biodistribution, optical properties and ease of synthesis. Additionally, this type of
nanoparticles has the ability to add atoms with high atomic number in their composition

[5].

In this work, lanthanide ion doped carbon dots based nanoplatforms were developed for
preliminary evaluation as radiosensitising agent in the treatment of glioblastoma. PCs
are synthesised by microwave method at a temperature of 200°C using urea and citric
acid as organic precursors. In the synthetic process, diethylenetriaminepentaacetic acid
gadolinium(iii) salt dihydrogen hydrate and ytterbium(lll) chloride hexahydrate are
included as the lanthanide ion precursors in order to increase the electronic cloud that
will interact with the ionising energy beams. The synthesised nanoplatforms (PC:
PC:Gd?®** and PC:Gd?*,Yb3*) were characterised by atomic force microscopy (AFM), Z-
potential, fluorescence, UV-Vis and infrared spectroscopy. The cytotoxic effect was
then evaluated in different cancer and non-cancer cell lines and primary cultures as a
function of the concentrations of the nanoplatforms, observing that PC, PC:Gd?** and
PC:Gd3*,Yb3* are not cytotoxic at concentrations below 500ug/mL and that in non-



cancer cells cell viability is lower than in cancer cells exposed to the treatments. In order
to gain initial insights into the radiosensitising potential of these nanoplatforms, cell lines
and primary cultures were incubated with these treatments and subsequently irradiated.
This process was carried out at the Cancer Control Centre on the basis of a previous
irradiation protocol. After seeding the irradiated cells, their cell proliferation capacity was
analysed, obtaining the survival fraction curve for the U87 cell line and the primary
glioma cultures, showing a decrease in the survival fraction of the cells with treatment
(PC and PC:Gd3*) with respect to the cells without treatment. Thus concluding a possible
potential as a radiosensitising agent in the treatment of glioblastoma, by means of the
in vitro assay.

Keywords: Carbon dots; Radiosensitising agent; Lanthanide ions; Radiotherapy;
Glioblastoma; In vitro experiments.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad que puede afectar cualquier parte de un
organismo. Segun la OMS, en 2015 el cancer fue responsable de 8,8 millones de
muertes, y actualmente se considera la segunda causa de muerte en el mundo [6], [7].
Esta patologia es causada por una divisiéon descontrolada de células anormales en el
cuerpo que puede invadir el tejido de origen y progresivamente otros 6rganos, lo que
se conoce como metastasis. En el cancer, los mecanismos celulares que regulan la
expresion geénica y la proliferacion estan alterados, debido a mutaciones en el material
genético. El tipo celular y estas alteraciones determinan principalmente la tasa de
crecimiento del tumor, el potencial metastasico y en consecuencia su gravedad [8].

El glioblastoma es un tipo de tumor ubicado en el sistema nervioso central, que
se origina a partir de las células gliales y es caracterizado por su alta difusion en el
tejido, dificultad y resistencia al tratamiento [9]. Es considerado un tumor de alto riesgo
con incidencia de 2,8 a 4,7 casos nuevos por cada 100.000 habitantes por afio y el
pronostico de supervivencia media de los pacientes es de 12-18 meses [10].
Actualmente, el tratamiento usado en una persona diagnosticada con glioblastoma se
basa en el protocolo de Stupp el cual combina cirugia, quimioterapia y radioterapia [11].
Inicialmente, se realiza la reseccion del tumor de forma parcial o total, evitando dafar
el tejido sano del cerebro y posteriormente se utiliza la radioterapia, para atacar los
restos del tumor no eliminados en la cirugia [12]. En el caso de la quimioterapia, la
mayoria de los farmacos disponibles no pueden atravesar facilmente la barrera
hematoencefalica debido a su alta selectividad, es por esta razén que los tratamientos
post quirdrgicos, en la mayoria de casos de tratamiento de glioblastomas, se limitan a
radioterapia [13].

La radioterapia usa altas dosis de radiacidn ionizante para destruir las células
cancerosas Y reducir el tamafio de los tumores. Los rayos X son el tipo de radiacion
mas usado en estas terapias; sin embargo, en algunos casos se usan otros tipos de
radiaciones, como protones y Rayos Gamma. Durante esta terapia, la radiacion
ionizante interactda con los tejidos, generando alteraciones en las moléculas que los
componen y especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). De esta
forma, las radiacion ionizante modifica estructuralmente diferentes componentes de la
célula, particularmente al ADN ubicado en el nacleo [14], [15]. Estas interacciones
pueden ser directas o indirectas. En la Figura 1 se muestra una representacion grafica
de estas interacciones. En el caso de la interaccion directa se genera un dafio en la
doble cadena del ADN por el impacto de los fotones de alta energia. En la interaccién
indirecta, el dafio en el ADN se da por los radicales generados en el proceso de
radidlisis del agua, presente en el ambiente celular [16], [17].
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Figura 1. Efecto directo e indirecto de la radiacion en las células

En la actualidad, este tratamiento en pacientes con glioblastoma tiene dos
factores que limitan su eficacia: la resistencia del tumor a la radioterapia, provocada por
la rapida difusion en los tejidos y su recurrencia; por otra parte, los efectos secundarios
de la terapia en los tejidos sanos que rodean la zona tratada [8]. En la busqueda de
nuevas alternativas de tratamiento, se ha implementado el uso de agentes
radiosensibilizadores, los cuales tienen como propdosito la erradicacion de las células
tumorales mientras se minimiza el impacto en los tejidos sanos [18]. Inicialmente se han
clasificado en cinco categorias de acuerdo al dafio generado en el ADN: |) sustancias
radioprotectoras enddgenas, Il) formacién de sustancias citotoxicas por radidlisis, Ill)
inhibidores de la reparacion de biomoléculas, IV) analogos de la timina que pueden
incorporarse al ADN e V) imitadores del oxigeno que tienen actividad electrofila [19].

En los ultimos afios se ha propuesto el uso de nanomateriales como agentes
radiosensibilizadores. Son las caracteristicas propias de estos materiales de tamafio
gue se caracteriza en la escala hanométrica, los que los hacen atractivos para este tipo
de aplicaciéon. Su tamafio, favorece su comportamiento como particulas dentro del
organismo y en algunas ocasiones pueden atravesar la membrana celular de acuerdo
a sus componentes. Adicionalmente, algunos nanomateriales pueden contener en su
estructura elementos de alto nimero atomico lo que favorece la atenuacion de los rayos
X'y la posibilidad de depositar alta energia de la radiacion en el tumor [10]. Dentro de
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los nanomateriales estudiados en este tipo de aplicaciones se encuentran las
nanoparticulas de oro y las nanoparticulas de tierras raras, entre otras [20]. Las
primeras presentan caracteristicas importantes como biocompatibilidad, facilidad en la
modificacion quimica y se ha demostrado en diferentes estudios su efecto
radiosensibilizante, mostrando que pueden inducir un incremento en el dafio del ADN
cuando se irradia con rayos X [21]. Es importante considerar las limitaciones que se
encuentran al implementar las nanoparticulas en estos tratamientos, por ejemplo la
biocompatibilidad de estas en tamafios mayores a 100nm, la composicion, material y
funcionalizacion de la superficie que pueden afectar su estabilidad coloidal y sus
morfologias que pueden depender de las vias de sintesis usadas [22].

Las nanoparticulas basadas en tierras raras han sido estudiadas por su alto
nimero atémico. Un caso especifico es el ion gadolinio (Gd*"), un lantanido que se ha
utiizado ampliamente como agente de contraste para imagenes por resonancia
magnética (IRM) y que se puede usar en tratamiento de cancer debido a su efecto
radiosensibilizador [3].

Dentro de los materiales de escala nanométrica, se encuentran los puntos de
carbono que presentan un tamafio menor a 10 nm, propiedades Opticas como la
fluorescencia, estabilidad coloidal acuosa, fotoestabilidad y biocompatibilidad [5]. Estas
caracteristicas los han hecho llamativos en diferentes aplicaciones biomédicas tales
como agentes de contraste en la adquisicion de imagenes médicas, liberacidon
controlada de medicamentos, diagndstico y terapia del cancer [23]. Por otra parte, la
citotoxicidad de este tipo de nanoparticulas ha sido estudiada, reportando baja
citotoxicidad a pesar de las diferentes fuentes de precursores organicos, solventes y
estrategias de funcionalizacién que se encuentran en la literatura [24]. Adicionalmente,
este tipo de nanoparticulas pueden doparse con heterodtomos como los iones
lantanidos, con el fin de aumentar la energia depositada que permita liberar electrones
secundarios hacia las células cancerosas. Zhao, Y., et al, encontraron
biocompatibilidad en una nanoplataforma basada en puntos de carbono dopada con
Yb3* y Gd3* sintetizada a través de la ruta solvotérmica a 200°C por 10h, encontraron
una mayor produccién de electrones secundarios generados por la interaccion de los
rayos X con la nanoparticula, generando un efecto positivo en el contraste de imagenes
médicas [25], [26].

De esta manera y considerando la importancia de buscar alternativas en los
tratamientos del glioblastoma, a través de este proyecto se busca establecer una ruta
de sintesis de nanoparticulas basadas en puntos de carbono dopadas con iones
lantanidos (PC: Gd®*, Yb%*) a partir de moléculas como urea y acidro citrico,
adicionalmente se introdujo acido dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal
dihidrogeno hidrato para obtener PC: Gd3* y finalmente se afiadié cloruro de iterbio (I1l)
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hexahidrato para obtener otra nanoplataforma PC: Gd®*, Yb3*. Cada una de estas
nanoplataformas fueron caracterizadas por propiedades Opticas, tamafio y topografia,
carga superficial y enlaces obtenidos en la superficie. Por otro lado, la citotoxicidad fue
evaluada en las lineas celulares y cultivos primarios, donde se busca encontrar valores
igual o superior al 80% de viabilidad celular cuando son expuestas a los tratamientos
de las nanoplataformas sintetizadas a concentraciones menores a 500ug/mL.
Finalmente, al comprobar la biocompatabilidad de los tratamientos en las células, fueron
irradiadas segun el protocolo creado en el Centro de Control del Cancer, en un equipo
de uso clinico y después de 15 dias se evalud la capacidad de proliferacion, la cual fue
menor en los tratamientos con PC respecto a los que no fueron tratados con
nanoparticulas. Por medio de la informacion, se obtuvieron las curvas de supervivencia
comparando el comportamiento celular post irradiacion con y sin las nanoplataformas.
Estos experimentos preliminares se estudiaron sobre lineas celulares comerciales U87,
HT29, VEROy 3T3 Yy cultivos primarios de gliomas (G200, G298). Este trabajo se realizé
bajo el marco del proyecto “Développement d'une nanoplatforme radiosensibilisante a
base des points de carbone dopés aux lanthanides pour la radiothérapie” de la
Universidad del Rosario en alianza con Concordia University y Université Céte d’Azur y
con la participacion de investigadores del laboratorio de Bioquimica e integrantes de los
semilleros SYNERGIA y SiBio de la escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario.
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2. JUSTIFICACION

El glioblastoma es uno de los desafios mas grandes en el area de la oncologia
debido a su alta agresividad, rapida progresion y radioresistencia. En los tratamientos
a pacientes con este tipo de tumores se usa la radioterapia convencional, la cual se
basa en la exposicion de las células cancerosas a un haz de fotones de rayos X, que
inciden en la célula generando un efecto directo dafiando el ADN y un efecto indirecto
generando hidrolisis del agua, lo cual produce especies reactivas de oxigeno altamente
toxicas que generan muerte celular [17]. Sin embargo, parte de esta radiacién se
escapa 0 no interactla con la célula cancerosa de la célula afectando el tejido
adyacente y no el tumor.

Por esta razdn, se buscan nuevas alternativas que permitan tratamientos mas
eficientes, disminuyendo el dafio en tejidos adyacentes y el efecto radioresistente de
algunos tumores como el glioblastoma. En el caso especial de este proyecto, se busca
hacer uso de nanomateriales que permitan obtener una respuesta radiosensibilizante
en las células cancerosas que han sido tratadas por las hanoplataformas desarrolladas,
por medio del acercamiento in vitro, proceso que se muestra en la Figura 2. De esta
manera, se desarrollaron una serie de nanoplataformas basadas en PC y dopadas con
tierras raras con el fin de explorar si es posible generar un aumento del efecto de la
radioterapia en lineas celulares y cultivos primarios de glioblastoma.

Efecto Indirecto

RGYOS X Efecto Indirecto Rayos X (Radidlisis del agua)
(Radiolisis del agua) o
: ‘ -\
& e 1 .\_ l\\' \
L\
\_\ 1\ \\. -
Efecto directo e Efecto directo H.0

Radiacion que @
~ actal iy
O oo sl OO N o
Radiacion que k_\\' & N \_\ A é‘—/
escapa de la célula / - \k N
? | l\
\. b / \/

S\ Sl

Figura 2. Representacion gréfica del efecto biologico de la radioterapia convencional
comparada con la radioterapia implementando nanoparticulas como radiosensibilizador.
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A. Representacion grafica de la radioterapia convencional. B. Representacién grafica de
la radioterapia con agentes radiosensibilizadores.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el potencial de nanoplataformas basadas en puntos de carbono (PC) dopada
con iones lantanidos (Gd3t,Yb3*) como un agentes radiosensibilizadores en el
tratamiento de glioblastoma en un modelo in vitro.

3.2. Objetivos especificos

v

v

Sintetizar y caracterizar nanoplataformas basadas en PC dopada con iones
lantanidos (Gd3*,Yb3*).

Evaluar el posible efecto citotdéxico de las nanoplataformas en las lineas
derivadas de glioblastoma U87, HT29, 3T3 y VERO, y en cultivos primarios de
glioblastoma.

Estudiar la eficacia radiosensibilizante de las nanoplataformas desarrolladas en
cultivos de células U87, HT29, 3T3 y VERO Yy cultivos primario de glioblastoma,
sometidos a radiacion ionizante (Rayos X).
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4. MARCO TEORICO
4.1. Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades que pueden iniciar en cualquier parte
del cuerpo debido a un crecimiento descontrolado de células que han sufrido algun tipo
de dafo, las cuales no mueren sino que siguen produciendo células anormales [27].
Existen dos categorias principales de canceres: hematoldgicos y de tumor sélido; los
cuales tienen caracteristicas similares, sin embargo pueden crecer con mayor o menor
velocidad y pueden tener diferentes perspectivas de tratamiento [28].

El cancer es considerado por la OMS como la segunda causa de muerte en el
mundo, para el afio 2018 causo 9,6 millones de muertes, y presenta una relacién de 1
a 6 con respecto a otras causas de muerte. Algunos de los tipo de cancer que tienen
mayor incidencia en la poblacibn mundial son el de mama, pulmén, colon y recto y
prostata [29]. Aunque el desarrollo en salud y creacidon de nuevas alternativas de
tratamiento han venido creciendo considerablemente en los Ultimos afios,
principalmente para los tipos de cancer mas comunes mencionados anteriormente, la
investigacion en tumores malignos, como el glioblastoma, de menor incidencia en la
poblacion no han obtenido los mismos resultados.

4.1.1. Glioblastoma

Dentro de los tipos de tumores malignos de menor incidencia se encuentra el
glioblastoma. Esta clase de cancer, presenta una incidencia de 3,2 por cada 100.000
habitantes [30] y es considerado por la OMS como un tumor de grado IV debido a su
agresividad y crecimiento infiltrativo y descontrolado dentro del sistema nervioso central
[31]. La formacion de este tumor se da por las células conocidas como gliales que se
conforman por astrocitos y oligodendrocitos, células que brindan soporte al cerebroy a
la médula espinal [32]. El origen de este tipo de glioma se asocia directamente a su
agresividad, esta informacion puede ser detectada a través de pruebas con
biomarcadores como es el caso del IDH que corresponde al gen llamado isocitrato
deshidrogenasa, en el que se presenta una mutacion que representa que el origen del
tumor si se da por los astrocitomas, y que representan un crecimiento acelerado [1].

4.1.2. Diagnéstico vy tratamiento

El glioblastoma es diagnosticado a través técnicas de imagenes biomédicas
como resonancia magnética convencional que por lo general usa medios de contraste,
brindando una idea sobre el grado de tumor que se esta presentando. Otras pruebas
se realizan por tomografias computarizadas o por emision de positrones. Por otra parte,
se solicita una biopsia para conocer la clasificacion histologica de la muestra y asi
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clasificarla segun sus caracteristicas. Se considera un tumor de grado Il a las células
que presenta atipia citolégica (variacion en la forma y tamafio nuclear + hipercromasia);
de tipo lll, a las células con anaplasia y aumento de la actividad mitotica (aumento de
la celularidad); y de tipo 1V, a las células con proliferacion microvascular y necrosis [33].

El tratamiento para los pacientes que han sido diagnosticados con este tipo de
gliomablastoma empieza con cirugia con el fin de eliminar la mayor parte del tumor sin
afectar el tejido sano. Es comun que la imposibilidad de erradicar todas las células
cancerosas por su proximidad con las células sanas, por lo que es importante usar otros
tratamientos. Por lo general, la radioterapia y quimioterapia pueden ser los pasos a
seguir [34]. La quimioterapia, es administrada al paciente por medio de una pastilla del
medicamento (temozolomida, algunas veces bevacizumab), sin embargo la eficacia de
este medicamento puede ser baja y requerir que el paciente vuelva a tomar otras dosis
causando efectos secundarios importantes [35]. Estas limitaciones que se presentan
al usar quimioterapia para este tipo de tumores se debe a la barrera hematoencefalica,
la cudl es una estructura tanto funcional como anatémica que actia como interfaz
fronteriza entre la circulacion sanguinea y los tejidos cerebrales y que se encarga de
evitar el paso de posibles sustancias peligrosas, con el fin de proteger el cerebro.
Limitando asi, la entrega de los farmacos y estos tipos de tratamientos [36].

Estudios muestran que el efecto de la combinacion de la radioterapia y la cirugia
para estos pacientes tiene un efecto mayor, lo que da una mayor esperanza de vida a
los pacientes que son tratados de esta manera [37]. En el tratamiento del glioblastoma
se usa la radioterapia que usa radiacion en forma de Rayos X dirigidos o particulas
subatémicas para causar un dafo en las células cancerosas provocando su muerte
[38]. El tipo mas comun es la radioterapia de haz externo a través de un acelerador
lineal y siendo dirigido a la zona de tratamiento. Asi mismo, existen otros métodos como
implantes de radioterapia o braquiterapia, terapia con radioisotopos y radioterapia
intrahaz usado con frecuencia en cirugia de cancer de mama [39]. En la préctica clinica,
los tipos mas comunes de radiacion ionizante son los fotones y los electrones, siendo
usados en centros especializados. Cada tipo de radiacion tiene unas caracteristicas
fisicas especificas, que influyen en la forma en que interactta con el cuerpo humano y,
a partir de ahi determinan la distribucion de la dosis en el tejido [40].

La radiacién por medio del comportamiento de los mecanismos de reparacion
del ADN de las células cancerosas, permite fraccionar la dosis total proporcionada a las
células normales para que tengan la capacidad de repararse entre los tratamientos,
mientras que el dafio acumulado en las células cancerosas provoca su muerte [41]. Las
células se ven afectadas cuando se exponen directa o indirectamente a radiaciones
ionizantes. El dafio del ADN puede producirse directamente en este proceso, siendo el
resultado de la radiacién ionizante que atraviesa una molécula y la ioniza directamente
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dafiando el ADN y causando la posterior muerte de las células cancerosas. O
indirectamente, cuando se forma por una reaccidbn quimica con un radical libre
producido por la irradiacion, en este caso la ionizacion de un agua tras varias reacciones
quimicas sucesivas, que dan lugar a la molécula radical OH. Debido a su alta
reactividad, el radical hidroxilo puede dar lugar a dafios en una molécula de ADN
situada en sus inmediaciones (Figura 3) [42].
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Figura 3. Descripcion grafica del efecto directo e indirecto de la radioterapia en las
células

4.1.3. Radiosensibilizadores

Aunque se han logrado avances significativos en el campo de la terapia de
pacientes con cancer por medio de la radiacién, llevando a un mejor enfoque y a una
dosificacibn mas regulada de las radiaciones ionizantes, la terapia sigue presentando
algunos problemas importantes como lo son: 1) el dafio que se causa en el tejido
adyacente del tumor y II) la radioresistencia de algunos tumores, como es el caso del
glioblastoma. Por esta razén, se ha implementado el uso de agentes
radiosensibilizadores para potenciar esta terapia. Los radiosensibilizadores son
farmacos que se utilizan con la radiacion para dafar las células cancerosas de los
tumores en una medida mas significativa que la suma de los efectos combinados de
cirugia, radioterapia y quimioterapia, “el uso de nuevos agentes terapéuticos en
combinacion con el protocolo Stupp ha demostrado ser superior al protocolo Stupp por
si solo para el tratamiento del glioblastoma recién diagnosticado” [43].
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Los agentes radiosensibilizadores se pueden clasificar segun el método de dafio
causado en el ADN, de la siguiente manera: 1) supresion de tioles intracelulares u otras
sustancias radioprotectoras endogenas; 1l) formacion de sustancias citotdxicas por
radidlisis del radiosensibilizador; 111) inhibidores de la reparacion de biomoléculas; V)
analogos de timina que pueden incorporarse al ADN; y V) imitadores de oxigeno que
tienen actividad electrofilica.

Sin embargo, por medio de la investigacion en este tipo de aplicaciones se han
estudiado los radiosensibilizadores de diversos materiales, clasificandolos también de
acuerdo a su estructura: moléculas pequefias, macromoléculas y nanomateriales [44],
[45]. Para el caso de las moléculas pequefas, se encuentra el oxigeno, molécula celular
que presenta una caracteristica electréfila, que permiten reducir facilmente por los
electrones liberados por la radiacion incidente. Tras la irradiacion del tumor oxigenado,
la transferencia de energia es seguida por la radidlisis del agua con la formacion
inmediata de un ion radical, que tras reaccionar con otra molécula de agua, forma el
radical hidroxilo altamente reactivo. El peréxido se forma a partir del oxigeno molecular
mediante la reaccion del radical hidroxilo [46].

En el segundo grupo de radiosensibilizadores se encuentran las
macromoléculas, en este caso las oligonucleétidos que han sido probados en terapia
contra el cancer de higado, debido a su inhibicion en la telomerasa que se puede
expresar en varios tipos de tumor y siendo usados con radiomarcadores, induciendo
asi dafios en el ADN de estas células cancerosas. Change Yu, Ying Xu, et al. Busca
potenciar el tratamiento de carcinomas nasofaringeos al combinar la radioterapia y
qguimioterapia con oligonucleétidos antisentido del ADN, especificamente el hTR
ASODN quien muestra una inhibicién significativa de la proliferacién celular y la longitud
de los telomeros de las células cancerosas. Asi mismo, se estudio la tasa apoptépica
de las células expuestas a radiacion versus las células tratadas con el oligonucledtido,
observando un aumento en los efecto antitumorales en el segundo caso [47].

En base a esta ultima clasificacion de los radiosenisbilizadores, correspondiente
nanomateriales, es importante conocer cuales son las caracteristicas que los hacen
relevantes en este tipo de avances. Los nanomateriales poseen algunas caracteristicas
Unicas al servicio del campo de la biomedicina. Su tamafio en la escala nanométrica les
permite interactuar a nivel celular y subcelular en la administracién de farmacos y la
deteccién de enfermedades . Otras caracteristicas incluyen una gran superficie en la
que pueden unirse las biomoléculas, mientras que la modificabilidad de la superficie
puede utilizarse en la personalizacion hacia un objetivo especial. Sus propiedades
Opticas, magnéticas y eléctricas pueden modificarse para adaptarlas a aplicaciones
terapéuticas y de imagen médica. La biocompatibilidad y biodegradabilidad han hecho
posible la seguridad dentro del cuerpo, y el cruce de barreras bioldgicas ha permitido
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dirigir los tratamientos a determinados tejidos. En conjunto, estas cualidades convierten
a los nanomateriales en herramientas versétiles y prometedoras para la medicina
moderna [48][49].

En el caso de los radiosensibilizadores basados en nanomateriales se han
estudiado varios tipos como de metales nobles, de ferrita, semiconductores, no
metdlicos o metales pesados. En el primer caso, los metales nobles cuenta con un
namero atomico alto que produce una mayor interaccion de las moléculas de la célula
generando emisiones secundarias y con ellas, dafio en el ADN. Las nanoparticulas de
oro y plata, han sido probadas en diferentes estudios in vitro en tumores de ratones,
gue al ser combinadas con radioterapia han aumentado la supervivencia de los ratones,
demostrando que este tratamiento logra detener las células en la fase G2 y generar asi
una apoptosis [48], [50]. Asi mismo en el caso de los semiconductores, tienen muchas
propiedades unicas, como el efecto de dimension cuéntica, el efecto de superficie y el
efecto de confinamiento cuantico, y son excelentes candidatos para su uso en
biomedicina. Estos ejercen la funcion de absorcion de fotones que al interactuar con los
electrones genera la liberacion de electrones secundarios los cuéles pueden generar
dafios en el ADN de la célula cancerosa al interactuar con el agua y asi dar paso a la
creacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), actuando como radiosensibilizadores
para causar dafio a las células cancerosas cuando los niveles de energia electronica
estén en el rango de keV y MeV (incluyendo Rayos X) [51].

Los nanomateriales han sido usados en diferentes investigaciones, Mukherjee S
Patra CR et al., realizaron un estudio que identificé las nanoparticulas de oro como
posibles agentes radiosensibilizadores contra el cancer de cuello de (tero, estas
nanoparticulas se funcionalizaron con un péptido de baja insercion de pH,
posteriormente se realizaron ensayos in vitro en células de pulmén humano (células
A549), para conocer su efecto citotoxico e irradiaron con Rayos X a diferentes dosis.
Se capto la distribucién de las nanoparticulas de oro dentro de las células por medio de
la técnica de microscopia Optica. Finalmente, observando la variacién del pH de las
células cancerosas antes y después de la irradiacion de las células con la
nanoplataforma, se observé una reduccion significativa de la proliferacion debido a la
insercion del péptido y la variaciéon del pH [52].

4.2. Puntos de carbono

En los dltimos afios se han dado a conocer un tipo de nanoparticulas conocidas
como puntos de carbono (PC), nanoestructuras basadas en carbono que presentan una
hibridacion sp? y sp?, razén por la que se atribuyen las propiedades 6pticas como la
fluorescencia [53]. Aunque son nanoparticulas relativamente nuevas, desde el 2004

23



han recibido cada vez més atencion debido a sus importantes ventajas en términos de
baja toxicidad, inercia quimica, fluorescencia y estabilidad coloidal acuosa [54].

4.2.1. Propiedades de los PC

Los PC poseen propiedades como la capacidad de absorber y almacenar
energia electromagnética en forma de luz visible o ultravioleta, dependiendo de sus
propiedades Opticas. Dicho fendbmeno ocurre cuando la energia de los fotones
incidentes excita los electrones hasta un nivel de energia mayor y puede ser
influenciada por varios factores, incluyendo su tamafio, forma, estructura y composicion
quimica [55]. También, se presentan propiedades electroquimicas que se refieren a su
capacidad de interactuar con el medio y diferentes moléculas, permitiendo asi la
transferencia de iones como nitrégeno y oxigeno. Asi mismo, pueden transferir
electrones entre la superficie del material y las especies quimicas en solucién. Esta
capacidad de transferencia de electrones es fundamental en procesos electroquimicos,
como la oxidacion y la reduccion de especies quimicas [56].

La fluorescencia corresponde a una de las propiedades mas interesantes en los
PC (Figura 4). Corresponde a la capacidad de estos nanomateriales de absorber
energia en ciertas longitudes de onda y luego emitir luz a longitudes de onda mayores
[57]. Asi mismo, es posible funcionalizarlas con diferentes grupos quimicos para
modificar y ajustar sus propiedades opticas y mejorar su compatibilidad con sistemas
biologicos [58]. Nasir Javed and Deirdre M. O’Carroll* et al. Reporta informacion sobre
las propiedades de los PC, los cuales presentan una absorcién en la regidon espectral
ultravioleta (UV) con una cola de absorciébn que se extiende hacia lo visible. La
absorcion UV de longitud de onda mas corta, que esta aproximadamente entre 200 y
350 nm, se atribuye a las transiciones electronicas m — m* de CC y CN; sin embargo,
la absorcion UV de longitud de onda mas larga, que generalmente aparece en forma
de hombro o un pico mas débil entre 300 y 400nm, se atribuye a transiciones n — 1*
de CO. Por lo general, la longitud de onda de emision de luminiscencia depende de la
longitud de onda de la radiacién de excitacion, esto significa que su longitud de onda
de emisién cambia con la longitud de onda de excitacion [59].

24



Figura 4. Fluorescencia de PC, imagen obtenida de Meng Li Liu, a Bin Bin Chen et
al. El mecanismo de fluorescencia de los CD basado en el grado de oxidacién de la
superficie.

El mecanismo de luminiscencia de los PC se genera cuando las nanoparticulas son
excitadas con energia provocando una transicion de los electrones del nivel HOMO (Orbital
Molecular ocupado més alto) hacia el nivel HUMO (orbitales moleculares mas bajos
desocupados) y posteriormente se observa fluorescencia, resultado de la energia disipada
de este salto de electrones. En este caso, se genera la transicién ™ — 1*. Sin embargo,
los electrones pueden también tener transiciones desde el estado HOMO hasta los
estados superficiales que se generan de los heteroatomos que se agregan a la
nanoparticula como el nitrégeno u oxigeno, afectando la fluorescencia y generando un
corrimiendo en la absorcién hacia los 450nm, favoreciendo la posibilidad de tener
nuevos estados superficiales y asi emisiones de hasta 650nm [60].
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Figura 5. Mecanismo de luminiscencia de los PC

En el caso de la excitacion con luz UV se han generado aplicaciones biomédicas
que buscan incluir fluorescencia dentro de sus estudios. Sin embargo, para el caso de los
PC como radiosensibilizadores la energia usada es mucho mas alta (Rayos X), por lo tanto
en este caso se busca una liberacién de electrones de los estados superficiales en forma
de electrones secundarios, con el fin de potenciar el dafio en las células cancerosas por
medio de la generacion de ROS.

4.2.2. Métodos de sintesis de PC

La sintesis de los PC se puede realizar por métodos “top down”y “bottom up”.
Los métodos top down (Figura 6), consisten en descomponer materiales de mayor
tamafio en nanoparticulas. En aplicaciones biomédicas, estos métodos se utilizan para
producir nanoparticulas con tamafos, formas y propiedades especificos, adecuadas
para diversos fines, como la administracion de farmacos, la obtencién de imagenesy la
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terapéutica [61]. Incluyen procedimientos como ablacién laser, arco eléctrico, oxidacion
electroquimica y métodos ultrasonicos.

Por otra parte, en los métodos tipo bottom up generan nanoparticulas a partir de
componentes moleculares o atbmicos mas pequefios. Estos métodos permiten obtener
nanoparticulas con propiedades especificas, como tamafio, forma, quimica superficial
y funcionalidad controlados. Algunos tipos de sintesis son solvotermal, hidrotermal,
descomposicién térmica y método de microondas [62].

o Ablacién laser

o Arco eléctrico

o Oxidacion
electroquimica

o Métodos ultrasénicos

TOP DOWN

Precursor:
moléculas basadas en
carbono

<

Precursor:
compuestas basadas en
carbono

’ ] o Método solvotermal

o Método hidrotermal

o Método de
descomposicion térmica

o Método con microondas

BOTTOM UP

Figura 6. Métodos de sintesis de los PC

Los PC pueden ser sintetizados por reaccion microondas y presentan varias
ventajas sobre otros métodos de sintesis, un menor tiempo de reaccion es menor y se
encuentra en el orden de los minutos, calentamiento mas uniforme y generacién de un
menor numero de reacciones secundarias, lo que se traduce en propiedades
fisicoquimicas y 6pticas son mas uniformes [63].

Adicionalmente, estos PC pueden ser dopados y funcionalizados para mejorar
sus propiedades de acuerdo a su aplicacion. En el caso del dopaje de los PC se refiere
a la introduccién de heteroatomos en el proceso de sintesis, adicionando estos atomos
a los enlaces dobles y simples dentro del PC. Con el dopaje o codopaje, se busca
optimizar las propiedades 6pticas, electronicas y cataliticas. También puede introducir
funcionalidades especificas, como la mejora de la fotoluminiscencia, la estabilidad
quimica o la actividad catalitica. En el caso de la funcionalizacion, consiste en la
modificacion quimica de la superficie de los puntos de carbono mediante la unién de
grupos funcionales como grupos amino, grupos carboxilo, grupos hidroxilo o ligandos
diana. Puede mejorar la biocompatibilidad, la solubilidad, la estabilidad y la capacidad
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de orientacién para aplicaciones de bioimagen, administracion de farmacos y deteccion
[64].

27



5. METODOLOGIA

En este proyecto se busca evaluar el potencial radiosensibilizante de
nanoplataformas basadas en puntos de carbono y dopadas con lantanidos en el
tratamiento de glioblastoma, a través de ensayos in vitro en diferentes lineas celulares
y cultivos primarios. Para lograr el objetivo propuesto, se realizaron tres fases como se
detalla en la Figura 7: (I) desarrollo de nanoplataformas con potencial
radiosensibilizante basadas en PC obtenidos a partir de urea y &cido citrico (PC),
dopadas con iones Gd** (PC: Gd3*) y codopadas con iones Yb3* (PC:Gd3*,Yb3*) (II)
estudios de citotoxicidad en diferentes lineas celulares y cultivos primarios y (Il
irradiacion de los tratamientos con Rayos X.

Desarrollo de
nanoplataformas —= | Pruebas de citoloxicidad | — | Irradiacion con Rayos X
(Radiosensibilizadores)

Figura 7. Diagrama de flujo fases de la metodologia.
5.1. Fase 1: Desarrollo de nanoplataformas con potencial radiosensibilizante

5.1.1. Desarrollo de un protocolo base para sintesis de PC

Los PC fueron sintetizados por medio del método de reaccién por microondas
(Anton Paar, Microwave 50), partiendo de la modificacion del procedimiento sintético
reportado por Du F, Zhang M, Gong A et al. Para su sintesis se us6é como precursores
organicos urea (Sigma Aldrich, 99,5%, CO(NH)2) y é&cido citrico monohidratado
(Scharlau, CsHgO7) en relacion 2:1 respectivamente, y N,N dimetilformamida (Scharlau,
(CH3)2NCH) como solvente [23]. La solucién se sonicé por 20 minutos (Elmasonic Easy
30H) y se hace reaccionar en el microondas variando la temperatura en un rango de
160°C a 200°C, usando un tiempo de reaccion de 5 minutos. Para la purificacion de las
nanoparticulas fluorescentes a base de carbono, el producto de la reaccion se
centrifuga a 10000 r.p.m. por 10 minutos (ThermoScientific mySPIN12). El
sobrenadante se filtra (Minisart MY 25 PTFE f 0,22 mm) y se lleva a didlisis por 24h en
1L de agua destilada con agitacion magnética. La solucién dializada se llevé al horno a
100°C por 12h. Los PC fueron guardados a 4°C para su posterior uso. El procedimiento
se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Procedimiento para la sintesis de PC por medio del método de microondas.

5.1.2. Incorporacién del Gd®* como dopante (PC:Gd®")

De acuerdo al objetivo del desarrollo de una nanoplataforma con alta carga
electronica, es necesario incluir el uso de co-dopantes. En este caso, se usaron
lantanidos para funcionalizar la superficie de la nanoparticula, especificamente el ion
gadolinio (Gd). Para sintetizar PC:Gd?* se us6 el mismo enfoque expuesto en la seccién
5.1.1, a una temperatura de 200°C y un tiempo de reaccion de 5 minutos. Como fuente
de iones de Gd3** se us6 acido dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal dihidrégeno
hidrato (Aldrich, 97%) el cual se incorpor6 en una concentracion del 5 % con respecto
al peso inicial de reactivos [65]. La solucion se sonic6 por 20 minutos (EImasonic Easy
30H) y se hace reaccionar en el microondas variando la temperatura de 200°C, usando
un tiempo de reaccion de 5 minutos. La purificacion del producto de la reaccion se
centrifuga a 10000 r.p.m. por 10 minutos (ThermoScientific mySPIN12). El
sobrenadante se filtra (Minisart MY 25 PTFE f 0,22 mm) y se lleva a didlisis por 24h en
1L de agua destilada con agitacion magnética. La solucion dializada se llevo al horno a
100°C por 12h. Los PC fueron guardados a 4°C para su posterior uso. El procedimiento
de preparacion de la reaccion se muestra en la Figura 9. En la Tabla 1, se presentan
las cantidades precursores y solventes usados [66].

29



o
@ H/KN,CH3 —

H,NT  TNH, CHs
UREA N,N DIMETILFORMAMIDA
e o
Oy -OH AN
' 0 —Gd* —|-0
HO > OH e S Y
OH 0~ | "N Ag
; o ~=N._/
ACIDO CITRICO H H Temperatura: 200°C

ACIDO
DETILENTRIAMINOPENTAACETICO
GADOUINIO(II) SAL DIHIDROGENG
HIDRATO
Figura 9. Sintesis de los PC:Gd*" por medio del método de microondas a una

temperatura de 200°C.

Tabla1l. Cantidad de reactivos y solventes para sintetizar PC y PC:Gd*".

% peso m acido V de N,N V H.0
Gd3+ m Gd3+ (g) citrico (g) m urea (g) dimetilformamida g
(mL)
(mL)
0 0 0,6 1,2 6 0
5 0,09 0,51 1,2 5,5 0,5

5.1.3. Introduccion de Yb®" como co-dopante (PC:Gd®",Yb®)

Como se menciond en la seccion anterior, se implementaron iones lantanidos
para funcionalizar las nanoparticulas y asi aumentar su potencial en el efecto
radiosensibilizador. De manera que se implementaciéon de Yb3* como co-dopante. Se
exploraron dos procedimientos sintéticos para obtener PC:Gd3*,Yb®* el primero de ellos
basado en las secciones anteriores por el método de microondas; el segundo, reportado
en la literatura y basado en el uso de un tubo de condensacion [65]. Finalmente, el
método para sintetizar la nanoplataforma (PC:Gd?®**,Yb®*) se optimiz6 de acuerdo a las
propiedades Opticas obtenidas.

5.1.3.1.Método de microondas (para la obtencién de PC: Gd®*,Yb?*)

Se sintetizé PC:Gd?**,Yb3* por el método de microondas usando cloruro de iterbio
(1) hexahidrato (99,9%) como precursor de Yb3*, siguiendo el procedimiento de las
seccion anterior 5.1.2, a temperatura de 200°C (Figura 10). El producto de reaccion fue
purificada siguindo el mismo proceso reportado anteriormente y conservada a 4°C para
Su posterior uso.
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Figura 10. Sintesis de los PC:Gd?*,Yb®* por medio del método de microondas.

5.1.3.2.Método de tubo de condensacioén para co-dopaje (PC: Gd3*, Yb3*)

Basado en D. K. Ji et al. se mezclo 7mL de una solucion de PC:Gd3+ a una
concentracion de 10mg/mL con cloruro de iterbio (lll) hexahidrato (99.9%) como
precursor de Yb3*. Esta solucién se agitd por 2h a 65°C en una plancha, posteriormente
se realizo didlisis y se secdé como se reportd en los casos anteriores [67]. Como se
puede observar en la Figura 11.

PC:Gd™
— Ho
Cl
/ .
Cl—Yb ==
\
Cl
Plancha (2 horas)
Temperatura 65°C
Figura 11. Sintesis de los PC:Gd?3*,Yb3* por medio del método de plancha

5.1.4. Caracterizacion de las nanoplataformas

5.1.4.1.Espectroscopia UV-Vis

Las propiedades o6pticas de absorcion de las nanoparticulas PC, PC:Gd?,
PC:Gd?*,Yb3* fueron caracterizadas usando espectofotémetro UV — Vis FLAMES-S-
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XR1-ES. Los espectros de absorcion fueron obtenidos con soluciones acuosas de PC,
PC, PC:Gd®**, PC:Gd®*",Yb% a una concentracion de 0.05mg/mL, fueron medidos a
temperatura ambiente en una celda de cuarzo de 1cm de paso Optico en un rango de
200 a 800nm usando lamparas de UV de deuterio y luz visible de tungsteno. Los datos
fueron procesados a través del software Prism®.

5.1.4.2.Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron a través de un Lector Multimodal
Cytation 3 (Bio Tek) y espectofotometro FLAMES-S-XR1-ES. Los datos fueron
obtenidos con soluciones acuosas de PC, PC:Gd?*, PC:Gd?3*,Yb3 a una concentracion
de 0.05mg/mL. Los datos fueron procesados a través del software Prism®.

5.1.4.3.Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Se realizd el estudio del tamafio y morfologia a través de la técnica de
microscopia de fuerza atdmica. Las muestras PC, PC:Gd3**, PC:Gd**,Yb3* fueron
dispersadas en agua destilada a una concentracién de 5mg/mL y de la misma manera
se dispersaron en EtOH , y las medidas fueron tomadas con las nanoplataformas
dispersas en EtOH por su dispersion en este medio. Se tomaron imagenes a diferentes
tamanos de scannery se obtuvo laimagen de la topografia de cada muestra. Por ultimo,
las imagenes fueron obtenidas mediante el software ImageJ® para conocer los
tamafos promedios encontrados.

5.1.4.4.Potencia Z

Con el fin de caracterizar la carga superficial de la nanoplataforma, se midi6 el
potencial ¢, por medio del equipo Litesizer 500 (Anton Paar) con cmPALS patentado,
las soluciones acuosas de PC, PC:Gd3®**, PC:Gd?**,Yb® a una concentracion de 0.01
mg/mL. La temperatura de mediciébn se mantuvo constante en 25°C.

5.1.4.5.Espectroscopia infrarroja

Se obtuvieron los espectros FTIR se midieron en un ATR en el espectofotometro
Nicolet iS5 System (Thermo Fisher Scientific Inc). Las muestras PC, PC:Gd3*,
PC.Gd?*,Yb®* se secaron previamente, usando 10mg de masa por muestra. Por Ultimo,
los datos son tratados en el software OriginLab®.

Las muestras fueron lavadas con acetona y EtOH para asegurar que los
reactivos fueran eliminados y para su posterior uso en los estudios de citotoxicidad. En
cada lavado se agrego 2mL de acetona o EtOH, se agité por 5 minutos y se centrifugo
a 12000 r.p.m. por 20 min. El pellet fue eliminado y el proceso se repitid 5 veces.
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5.2. Fase 2: Estudios de citotoxicidad en PC, PC: Gd®*, PC:Gd?®*",Yb®" en diferentes
lineas celulares y cultivos primarios

Con el fin de conocer la biocompatibilidad de las nanoplataformas sintetizadas
se realizan estudios de citotoxicidad a través de estudios: estudio de citotoxicidad por
MTT y ensayo de exclusion por azul tripdn. Las nanoparticulas fueron diluidas en agua
destilada usando una concentracion de 10mg/mL vy filtradas posteriormente (filtro
0,22um). Para estas pruebas, se usaron 4 lineas celulares y 2 cultivos primarios
recolectados por investigadores y estudiantes del Semillero de Investigacion SiBio de
la Universidad del Rosario. Las caracteristicas se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de lineas celulares y cultivos primarios usados en los estudios de
citotoxicidad. (* correspondiente a lineas celulares y cultivos primarios del semillero
SiBio de la universidad del Rosario)

Lineas Celulares — Cultivo .
. . Caracteristicas
Primario
3T3 Fibroblastos de ratdbn embrionario
VERO Células epiteliales del_rmon de un mono verde
africano
HT29 Células endoteliales de cordén umbilical
us7 Células de glioblastoma humano
G200* Glioblastoma grado IV, paciente masculino 43
afios.
G298+ Glioblastoma grado 1V, paciente femenina 63 afios

5.2.1. Estudio de citotoxicidad de las nanoplataformas por MTT (Bromuro de Tetrazolio
Azul de Tiazolilo)

En este ensayo por MTT, el bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo es reducido
metabolicamente por la enzima mitocondrial succinato-hidrogenasa a formazan el cual
presenta un color azul caracteristico. Este compuesto permite observar la funcionalidad
de las células a través del metabolismo de la mitocondria de manera tal que los cuerpos
celulares tefiidos de azul corresponden a las células viables después del tratamiento
con las diferentes nanoplataformas. Se sembraron 10000 células de cada linea celular
usada en 200uL de medio completo y se incubaron por 24 horas a 37°C con 5% de
CO,. Pasadas 24h se afadieron los tratamientos segun muestra la Tabla 3.
Adicionalmente, se usaron 6 pozos que representaron los controles positivos (pozos
donde se agrega H>0-) y negativos (pozos en los que no se agrega ningun tratamiento).
Después de 24h se extrae el medio de cada uno de los pozos, se introduce la solucion
de MTT vy posterior a 4h se disuelven los cristales de formazan formados con DMSO.
Finalmente, se midi6 la absorbancia mediante espectrometria UV-Vis en funcién de la
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concentracion generada por la reduccién del Bromuro de Tetrazolio Azul de Tiazolilo.
Todo el procedimiento se representa en la Figura 12. Para el andlisis estadistico de
esta prueba, se realizé un prueba ANOVA de dos vias comparando los resultados por
cada triplicado y entre las lineas celulares usadas. Este estudio se realiz6 por medio

del software Prism®.
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Figura 12. Procedimiento ensayo MTT

Tabla 3. Ensayos de citotoxicidad realizados en las nanoplataformas desarrolladas,
concentracion usada y lineas celulares.

Tratamiento Concentracion (ug/mL)
Lineas celulares PC 50, 125. 250y 500
(3T3, VERO, HT29, PC:Gd3* 50, 125. 250 y 500
u87) PC:Gd?3*, Yb3* 250

En la Figura 13, se muestra la representacion grafica del ensayo MTT, realizado
en una caja de Petri donde se afiadieron los tratamientos (PC, PC:Gd3* y PC:Gd3*
,Yb%*) a diferentes concentraciones. Este método se realiz6 en lineas celulares,
inicialmente en PC y PC:Gd3 y posteriormente a una concentracion en la
nanoplataforma PC:Gd?3*, Yb3* de acuerdo a los resultados obtenidos inicialmente.
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Figura 13. Representacion gréfica del montaje realizado en el ensayo MTT en lineas
celulares de 3T3, VERO, HT29 y U87, cada caja de color representa un tratamiento
usado y en la parte izquierda se denotan las concentraciones de las nanoplataformas.

5.2.2. Estudio de citotoxicidad por ensayo de azul tripan

El ensayo de azul tripan busca medir el dafio de celular, debido a la disrupcion
de la membrana celular, a través de la tincion con este reactivo [68]. Para realizar este
ensayo se sembraron 20.000 células en cajas de 6 pozos. Se incubaron por 24h a 37°C
con 5% de CO., transcurrido este tiempo se adicionaron las nanoparticulas como se
muestra en la Tabla 4. Estos tratamientos se incubaron durante 24h, posteriormente se
retiré el medio de cada pozo y se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Se despegaron las
células con Tripsina (0,25%), después de 3 minutos se agregé medio completo, esta
solucion se centrifugo, el pellet fue resuspendido en 1mL de medio completo y se tomo
10uL de esta solucion junto con 10uL de azul tripan. Esta mezcla se llevé a la cdmara
de Neubauer y se calculd la cantidad de células usando un contador automético celular
(CytoSMART). Con el software CytoSMART® fueron obtenidos los valores de las
células vivas y el total de células, encontrando la viabilidad celular para cada una de las
condiciones. Todo el procedimiento se representa en la Figura 14. Para el analisis
estadistico de esta prueba, se realizé un prueba ANOVA de dos vias comparando los
resultados por cada triplicado y entre las lineas celulares usadas. Este estudio se realizd
por medio del software Prism®.
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Figura 14. Procedimiento ensayo azul tripan

Tabla 4. Ensayos de citotoxicidad realizados en las nanoplataformas desarrolladas,
concentracion usada y lineas celulares/cultivos primarios.

Tratamiento Concentracion (pg/mL)
PC 50 a 500 250 250
PC.Gd®* 250 250
N/A
PC:Gd®, Yb®* 250 250
”3%??5?5‘#'35‘?35%3’ Cultivo primario (G200) | Cultivo primario (G298)

En la Figura 15 se muestra la representacion grafica del ensayo de azul tripan,
realizado en una caja de Petri donde se afiadieron los tratamientos (PC, PC:Gd®** y PC:Gd®*
,Yb®*") a diferentes concentraciones. Inicialmente, estos tratamientos fueron evaluados por
este método en lineas celulares para observar el comportamiento, posteriormente se
probaron en cultivos primarios de pacientes con gliomas para obtener un mayor
acercamiento al objetivo de este proyecto.
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Figura 15. Representacion gréfica del montaje realizado en el ensayo MTT en lineas

celulares de 3T3, VERO, HT29 y U87 en el cuadro amarillo, y por parte del cuadro
violeta son los ensayos realizados a una concentracién en cultivos primarios.

5.3. Fase 3: Irradiacién de los tratamientos con Rayos X

Con el fin de explorar el posible efecto radiosensibilizante de las
nanoplataformas desarrolladas, se realizaron pruebas de irradiacion con Rayos X. En
este caso se usaron los tratamiento PC y PC:Gd?*, con la linea celular U87 y el cultivo
primario G200, irradiando estas muestras y observando la capacidad de proliferacion
celular postirradiacion.

Tabla5. Estandarizacion del ensayo de irradiacion de los tratamientos

Cantidad de | Concentracién de
Dosis (Gy) | células por NP Tratamientos
cada dosis (ug/mL)
Sin PC,
us7 PC
PC:Gd**
01,2 4,6, 50.000 250 Sin PC
8y 10
G200 PC
PC:Gd®

Los tratamientos fueron irradiadiados en base a la Tabla 5. Inicialmente en una
caja Petri se sembraron 100.000 células, se incubaron a 37°C con 5% de CO. hasta
llegar al 80% de confluencia. Después de 24 horas, se retir6 el medio y se agregaron
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las soluciones de nanoplataformas. De nuevo se incubaron 24h y se realizé el conteo
de las células tratadas y controles, y se agregaron 10000 células en un falcon de 15mL
para su irradiacion (el cual contiene 5mL de medio completo méas células por cada dosis
de radiacion). Estas muestras fueron irradiadas por fotones de energia de 6MV en dosis
convencionales de 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 Gy en un acelerador lineal de uso clinico (Linear
Accelerator TrueBeam dual, VARIAN Medical Systems) Figura 17. El método de
irradiacion fue estandarizado en el Centro de Control del Cancer. En este caso se
crearon dos protocolos de acuerdo a los tratamientos (PC, PC:Gd®**, PC:Gd3**,Yb3") y
dosis de Rayos X. Al finalizar la radiacion, se sembraron en placas de 6 pozos haciendo
triplicados por cada dosis. Finalmente, las células se incubaron por 15 dias para
caracterizar la proliferacion celular generada en este tiempo y se tifieron para permitir
el conteo de las colonias postirradiacion en cada pozo. Todo el procedimiento se
representa en la Figura 16.
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Figura 16. Procedimiento usado para irradiar los tratamientos en las lineas celulares y
cultivos primarios.
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Figura 17. Montaje de las pruebas de irradiacion de las células y tratamientos en el
equipo VARIAN Medical System de Rayos X. Centro de control de Cancer.

Se buscé determinar la proliferacion celular, es decir la capacidad de las células
de formar colonias post-irradiacién. Esta informacién se obtuvo a partir de tefir y fijar
las células a la caja mediante formalina 10% por 30 minutos, para contar las colonias
(mas de 50 células) presentes por cada dosis de irradiacion. Estos datos se procesan
con el software ImageJ® y se analizan con el apoyo del software Prism®.

Para calcular la fraccién de supervivencia se utilizaron los datos obtenidos para
la cantidad de colonias y las células sembradas, en relacion al control de 0 Gy.

_ (ES) muestraX
FS = (ES) control (1)

Donde (ES) muestra representa la eficiencia de sembrado de la muestra a una
dosis y (ES)control la eficiencia de sembrado de la muestra control.

ES — Colonias +100 (2)

Células sembradas

Para la ecuacion anterior, ES representa la relacion entre colonias y células
sembradas mostrada en porcentaje.

39



6. RESULTADOS Y DISCUSION

El glioblastoma es un tumor localizado en el sistema nervioso central, clasificado
por la OMS como un tumor de grado IV debido a su agresividad y a la infiltracion de los
tejidos. Por ello, el tratamiento a pacientes con este tipo de tumor se basa en la
combinacion de cirugia, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, su localizacion no
permite hacer una reseccion completa mediante el procedimiento quirdrgico. Para el
caso de la quimioterapia, su eficacia es limitada debido a que la penetracién de
sustancias y farmacos a través de los capilares cerebrales de la barrera
hematoencefalica que protege el cerebro eliminando posibles amenazas o
enlenteciendo el proceso de paso. Por ultimo, la radioterapia presenta dificultades
debido a la capacidad del tumor puede resistir la radiacion [69].

Con el fin de superar estos desafios, se han realizado avances e investigaciones
en el &mbito de los nanomateriales como posibles agentes radiosensibilizadores para
este tipo de aplicaciones. En este caso, se usaron puntos de carbono, nanoparticulas
introducidas en 2004 que han ido ganando impulso debido a caracteristicas como la
biocompatibilidad, las propiedades oOpticas, el tamafio y los diferentes métodos de
sintesis. Ademas, pueden funcionalizarse o doparse con farmacos y diversas
heteroatomos, en particular lantanidos. Las propiedades de los PC y la elevada carga
electronica de iones como los lantanidos permite considerar estas nanoplataformas
como posibles agentes radiosensibilizadores.

En este apartado, se muestran los resultados obtenidos al sintetizar
nanoplataformas basadas en PC dopadas con iones lantanidos, para ser usadas como
agentes radiosensibilizadores en tratamiento de pacientes con glioblastoma.

6.1. Fase 1: Desarrollo de nanoplataformas con potencial radiosensibilizante

Los puntos de carbono se sintetizaron por el método “bottom up”, usando un
procedimiento de reaccién por microondas. Este método permite la formacién de PC
por medio de la descomposicién de las moléculas debido la radiacion electromagnética,
en un corto tiempo y con la opcién de cambiar las propiedades de los PC de acuerdo al
tiempo y componentes usados.

6.1.1. Desarrollo _de un protocolo base para sintesis de PC

Los parametros de sintesis para la obtencion de los PC a partir de urea y acido
citrico fueron establecidos como se muestra en Tabla 6.

Tabla 6. Parametros usados en la sintesis de PC

Parametros
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Solvente N,N dimetilformamida ((CHs)2NCH)
Precursor de C Acido critico CsHsO7
Precursor de N Urea (CO(NH2),)

Tiempo de reaccion 5min
Temperatura 200°C

Inicialmente, se realizé una variacion de la temperatura de reaccion entre 160°C
a 200°C considerando los antecedentes reportados en la literatura. Las propiedad
Optica de absorcion de cada uno de los productos obtenidos después de cada reaccion
fueron caracterizados por espectroscopia UV-Vis.
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Figura 18. Espectros de absorcion de soluciones acuosas de PC (concentracién 0,05

mg/mL) sintetizados en funcion de la temperatura de reaccion.

En la Figura 18, se muestran los resultados obtenidos en la medicion de la
absorcion de los PC a diferentes temperaturas. En los espectros se observan tres
bandas: se exhibe una amplia banda marcada con el nimero 1 ubicada entre 200nm vy
300nm, atribuida a los enlaces C=C que se dan dentro del core de los PC y que generan
una transicibn n—n*. La banda 2, se encuentra entre 300nm y 400nm, dénde se
presentan transiciones n—n correspondientes a enlaces -CO. Por ultimo, la banda 3
gue muestra un pequefio hombro entre 400nm a 500nm, es asociada a los enlaces -
CN. Se puede observar que a medida que aumenta la temperatura se observa un
incremento en la intensidad de las bandas. Esto se debe a la creacién de enlaces, la
cual se da a diferentes temperaturas a 160°C, se genera la creacién de amidas del
acido citrico junto a la urea, al aumentar la temperatura también incrementa la
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deshidratacién, desamonizacion y la deshidrogenizacion del &cido citrico y asi la
formacion de cadenas de aminas [70]. Por esta razén y posterior al analisis de
temperatura respecto a la respuesta optica de los PC, se consideré seleccionar 200°C
como estandar para estas reacciones.

@ Carbono

Figura 19. Representacion gréfica de PC. En esta estructura, también hay presencia
de heteroatomos de nitrégeno, oxigeno y grupos funcionales en la superficie de la
nanoplataforma.

Continuando con la caracterizacion de las propiedades Opticas de los PC, se
midi6 el espectro de emision de las nanoparticulas obtenidas con una temperatura de
reaccion de 200°C, resultado que se muestra en la Figura 20. De acuerdo a la
informacion obtenida en la grafica de absorcion de los PC (Figura 18) se observa la
maxima absorcién de fotones en el rango de 200nm y 400nm, por lo tanto se irradia
esta nanoplataforma con una longitud de onda de 365nm, de esta manera los PC
exhiben fluorescencia en el rango de 400 a 650 nm, de acuerdo al mecanismo de
fluorescencia presentado anteriormente esta emision representa la transicion de los
electrones desde el nivel HOMO hasta los estados superficiales y LUMO. La
fotoluminiscencia de los PC muestra un pico en 550nm.
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Figura 20. Espectro de emision de una solucién acuosa de PC (concentracion de 0,05

mg/mL) sintetizados a 200°C a partir de N, N dimetilformamida, urea y acido citrico (Aexc
= 365nm). Las imagenes dentro del espectro muestran A. Con exposicion de luz UV a
Aexc =365nm, B. Sin exposicion de luz UV.

Se caracteriz6 la morfologia y tamafio promedio de PC por medio de la técnica
de AFM, en el modo contacto que permite la reconstruccion de la topografia de la
muestra. En la Figura 21, se muestran los resultados tomados a diferentes tamafios de
scanner (10um, 1500nm y topologia). En la parte A, se pueden identificar especies
nanoparticuladas de color blanco en la escala de 300nm, su tamafio fue calculado con
el software ImageJ®, reportando un valor promedio de 41,1 + 34,5 nm (en el Anexo 3
se observan los valores obtenidos en el software). La técnica de AFM también permite
generar una reconstruccion en 3D correspondiente a la parte B. Por Ultimo, en la parte
C se muestra una reconstruccion de la rugosidad de la superficie de la muestra, esta
distribucion muestra un pico en la estructura a 10nm. Las imagenes indican estructuras
con diferentes distribuciones de tamafo debido a la los enlaces generados por las
interacciones electrostaticas y la formacién de los puentes de hidrogeno entre las
nanoparticulas propio de la diversidad de elementos usados en los precursores y
solventes.

Es importante resaltar que la técnica de AFM no es una técnica especifica para
caracterizar este tipo de nanoplataformas, se recomienda usar la técnica de
microscopia electrénica de transmisién (TEM) [71] y otras técnicas como Dispersién
dinamica de luz [72].
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Figura 21. Imagen obtenidas en microscopia de fuerza atémica. A. Imagen obtenida
en 2D a una resolucién de 300nm, en blanco se muestran los PC, B. Distribucion de
rugosidad de la muestra. C. Imagen de profundidad a #30nm.

Para determinar los grupos funcionales presentes en la superficie de los PC, se
uso la técnica de espectroscopia de infrarrojo. En este caso, la técnica se basa en
conocer la frecuencia de vibracion de las muestras en polvo y con esta informacion
relacionar la frecuencia con el tipo de enlace que se encuentra en la superficie de los
PC. En la Tabla 7, se muestran los valores que relacionan los enlaces, grupos
funcionales. Frecuencia de vibracion [73].

Tabla 7. Enlaces atribuidos a las frecuencias de vibracién en espectroscopia de

infrarrojo.

Tipo de Enlace Grupos Funcionales Frecuencia (cm™)
N-H Amidas y aminas (primarias y 3500-3100
secundarias) 1640-1550
O-H Acidos carboxilicos 3400-2400
C=0 Carbonilos 1800-1650
c=cC Arométicos 1650-1450
C-H Enlaces CH3 1450-1375

CcC-0 Amidas 1680 — 1630 1300

Acidos carboxilicos - 1000
C-N,C=N Aminas 1350 - 1000 - 1600
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De acuerdo a la informacion de las frecuencias de vibracion y a los espectros
obtenidos en la Figura 22, se encontré la presencia de grupos carbonilos, aminay C-
H, correspondientes a vibraciones en el rango de 3250 y 2750 cm! los cuales son
comunes en este tipo de nanomateriales basadas en carbono; también las vibraciones
generadas entre 1800 y 1600 cm! se atribuyen a los enlaces C=0; y por ultimo, los
enlaces C=N, N=O basados en los precursores usados, los cuales son ricos en N. Lo
que concuerda y hace relacion con los precursores que se usaron al sintetizar los PC.
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Figura 22. Espectro infrarrojo de PC sintetizados a 200°C a partir de N,N
dimetilformamida, urea y acido citrico.

La carga superficial de los PC sintetizados se midid a partir de la técnica
potencial z, esta solucién acuosa evidencio un valor de -35,02 con una desviacién
estandar de £ 2 mV. Esto refleja que la superficie de los PC presenta carga negativa,
posiblemente por la presencia de grupos funcionales con atomos electronegativos
como el nitrégeno y el oxigeno. Hallazgo que concuerda con la informacion obtenida de
los espectros de absorcion mostrada anteriormente.
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6.1.2. Incorporacion de Gd* como dopante (PC:Gd®")

Con el fin de incrementar la nube electrénica de la nanoplataforma para aumentar
las probabilidades de interaccibn con los Rayos X, se incorporé acido
dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal dihidrégeno hidrato como fuente de Gd3*
en el proceso sintético En este caso, corresponde al ion Gd3*, cuyo nimero atdbmico
brinda a la nanoplataforma un aumento de carga electronica que concuerda con la
aplicacion de este proyecto. Es importante resaltar que el gadolinio ha sido usado en
aplicaciones biomédicas, un ejemplo se presenta en Sancey et al., donde se
sintetizaron nanoparticulas basados en gadolinio para aplicaciones terandsticas en
tratamiento contra el cancer, las cuales se eliminan a través de la orina comprobando
asi su capacidad de ser biodegradables [74].

@ cCarbono
() Gadolinio

Figura 23. Representacion gréaficas de los PC:Gd?®*, En esta estructura, también hay
presencia de heterodtomos de nitr6geno, oxigeno y grupos funcionales en la superficie
de la nanoplataforma.

Los PC:Gd?* fueron sintetizados por medio del método de microondas, siguiendo
el procedimiento reportado en la seccién 6.1.1. La nanoplataforma PC:Gd3** muestra
tres bandas de absorcién como se muestra en la Figura 24. La primera banda marcada
con el nimero 1 y ubicada entre 200nm y 300nm, es atribuida a los enlaces C=C que
se dan dentro del core de los PC (transicidbn n—n*). La segunda banda entre 300nm y
400nm, con transiciones n—n correspondientes a enlaces -CO. Por ultimo, la tercera
banda entre 400nm a 500nm generada por los enlaces -CN y confirma la presencia de
heteroatomos como nitrégeno y oxigeno que provienen de los precursores usados. Esta
altima banda, al ser comparada con la Figura 18, presenta una mayor amplitud lo que
corresponde a la transicién de los electrones otorgados por la molécula fuente de
gadolinio.
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Figura 24. Espectros de absorcion de soluciones acuosas de PC:Gd3* (concentracion
0,05 mg/mL).

El espectro de emision de los PC:Gd?** al ser irradiadas con luz UV a una longitud
de excitacién de 365nm, la cual fue seleccionada en base a la absorcién que muestra
una banda mas amplia desde respecto a los PC (Figura 25). Los PC exhiben
fluorescencia de fotones cuyas longitudes de onda se encuentran entre 400nm a 650nm
con un maximo de fluorescencia de 550nm, esta respuesta se debe a la transicion de
los electrones desde el nivel HOMO hasta los estados superficiales generando asi

fluorescencia.
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Figura 25. Espectro de emision de una solucién acuosa de PC:Gd3+ (concentracion

de 0,05 mg/mL) sintetizados a 200°C a partir de urea, &cido dietilentriaminopentaacético
gadolinio (iii) sal dihidrogeno y &cido citrico (lexc = 365nm). Las iméagenes dentro del
espectro muestra la muestra en una celda de cuarzo A. Con exposicion a luz UV a Aexc
=365nm, B. Sin exposicién a luz UV.

La topografia y tamafio de los PC:Gd?* se caracterizaron por AFM, en el método
de contacto que permite la reconstruccién de la topografia de la muestra. En la Figura
26, se muestran los resultados tomadas para esta muestra a diferentes tamafos de
scanner (10um, 1500nm y topologia). En la parte A, correspondiente a la imagen
obtenida en 2D en una escala de 300 nm, se exhiben diferentes especies
nanoparticuladas cuyos tamafios fueron determinadas con apoyo del software ImageJ®
dando un acercamiento de tamafio de 34,8 £ 8,1nm (en el Anexo 4 se observan los
valores obtenidos por el software ImageJ®). Por parte de la reconstruccién 3D de la
muestra se encuentra en la parte de B. Y por ultimo, en la parte C se puede observar
la rugosidad de la muestra, observando dos picos a 20 nm y 30 nm. Es importante
considerar, que estos tamafos puedes variar de acuerdo a la técnica de preparacion
de la muestra y los solventes usados en la toma de las imagenes.
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Figura 26. Imagen obtenidas en microscopia de fuerza atémica. A. Imagen obtenida
en 2D a una resolucién de 300nm, en blanco se muestran los PC:Gd?*, B. Distribucién
de rugosidad de la muestra. C. Imagen de profundidad a #30nm.

Los grupos funcionales presentes en su superficie de los PC:Gd3* se estudiaron
a través de espectroscopia de infrarrojo (FTIR)(Figura 27). encontrando: en 3100 cm
se encontrd un pico caracteristico de los enlaces -OH y en 3000 cm! se observa un
pico menor que se asocia con enlaces -CH; en el rango de 1750cm y 1000cm* se
encontraron 4 principales picos correspondientes a enlaces -C=0, -C=N, -N=0O vy
finalmente -C-N.
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Figura 27. Espectro infrarrojo de PC:Gd3*
Se midi6 la carga superficial de PC:Gd3* obteniendo un valor de -33,9 £ 0,7 mV,
que representa la presencia de amidas y carboxilos en la superficie de la nanoparticula,

propias de sus precursores y enlaces formados a través de las sintesis, informacion
que es consistente con las bandas de absorcion obtenidas para esta nanoplataforma.

6.1.3. Introduccion de Yb3 como co-dopante (PC:Gd®*, Yb®")

Con el objetivo de incrementar la probabilidad de aumentar las emisiones
secundarias en la radioterapia y asi potenciar su efecto a través de las nanoplataformas,
se realizd la introduccion Yb3* como co-dopante. Este fue considerado por su alto
namero atomico e inclusién en aplicaciones biomédicas. Yuci C et al., estudiaron la
citotoxicidad de nanoparticulas con iterbio en un ensayo in vivo para ser usado como
medio de contraste en toma de imagenes médicas, observando que esta hanoparticulas
no generan dafos en las células. Asi mismo, se usé en etiquetado y seguimiento de
hidrogeles, permitiendo su localizacién in vivo [67].

En este caso, se sintetizaron PC:Gd*",Yb?, por medio de dos diferentes métodos:
el primero de ellos busca co-dopar la nanoplataforma usando el método de microondas
e incorporando el cloruro de iterbio (lll) hexahidrato con el fin de obtener enlaces en el
core de la nanoplataforma. El segundo fue funcionalizar la superficie con Yb3*, iniciando
con una solucion acuosa de PC:Gd®*, calentada en una plancha mientras se
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incorporaba el cloruro de iterbio (I1l). Con el método 1 los iones de Yb3* se ubican en el
core de la nanoplataforma principalmente, mientras que en el método 2 estos iones se
pueden ubicar en menor frecuencia en el core de la nanoplataforma, y la mayor parte
de los enlaces se ubican en la superficie Figura 28.

Método 1 Método 2

O Gadolinio
. Iterbio

Figura 28. Métodos de dopaje y funcionalizacién de los PC: Gd3*,Yb?3

Para las nanoplataformas sintetizadas por los dos métodos, se realizaron
pruebas de caracterizacion de sus propiedades épticas. Inicialmente, se midieron los
espectros de absorcién de las nanoplataformas sintetizadas por el método 1
(PC:Gd?*,Yb®"), donde se observan tres bandas: en la primera ubicada entre 200 nm a
300 nm correspondiente a las transiciones n—m*, atribuidos a los enlaces C=C dentro
del core; la segunda banda, de 300 nm a 400 nm exhibe una transicion de n—m,
atribuidos a los enlaces -CO; la banda 3, ubicada entre 400nm y 500nm se asocia a los
enlaces -CN (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de absorcion de soluciones acuosas de PC:Gd3*,Yb%* método 1

(concentracién de 0,05 mg/mL).

Por parte del espectro de absorcién de los PC:Gd?®*,Yb3* sintetizados por el
método 2, se observa un cambio significativo en las bandas caracteristicas de las
nanoplataformas sintetizadas y mostradas anteriormente. En la Figura 30, se puede
observar que los centros Opticos vistos en las anteriores nanoplataformas no estan
definidos debido a la posible liberacion de los heteroatomos por la funcionalizacion del
Iterbio, lo que se pudd generar una posible coraza de cloruros de iterbio que no permite
ver especificamente las transiciones sino un solo ensanchamiento de la banda. Por esta
razon y para evitar que los iones de Yb3* puedan ser liberados de la superficie, se eligen
la nanoplataforma sintetizada por el método 1. En el Anexo 1, se muestra la
caracterizacion completa del producto obtenido por el método 2.
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Figura 30. Espectro de absorcion de soluciones acuosas de PC:Gd3®*,Yb3* método 2

(concentracién de 0,05 mg/mL).

En la Figura 31, se muestra el espectro de emisién de PC:Gd?*,Yb3* obtenido al
irradiar la muestra con luz UV con una longitud de onda de excitacion 365nm,
exhibiendo una longitud de onda 400nm a 650nm, con un méximo de fluorescencia en
aproximadamente 550nm. De acuerdo al mecanismo de fluorescencia, se observa la
transicion de los electrones desde el nivel HOMO hasta los diferentes estados
superficiales que se obtienen al agregar heteroatomos a la nanoplataforma.

53



1.0
< A B
2
c
© 05
2
E
w

0.0 ’

400 600 800
Longitud de Onda (nm)
Figura 31. Espectro de emisién de una solucion acuosa de PC:Gd3+,Yb3+

(concentracion de 10mg/mL) sintetizados a 200°C a partir de N, N dimetilformamida,
urea, acido dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal dihidrogeno, cloruro de iterbio
(M 'y acido citrico (lexc = 365nm). Las iméagenes dentro del espectro muestra la
muestra en una celda de cuarzo: A. Con exposicion de luz UV a lgxc =365nm, B. Sin
exposicion de luz UV.

La topografia y tamafio de los PC:Gd3*,Yb3* se midieron por AFM, en el método
de contacto que permite la reconstruccién de la topografia de la muestra. En la Figura
32, se muestran los resultados tomadas para esta muestra a diferentes tamafos de
scanner (10um, 1500nm y topologia). En la parte A, correspondiente a la imagen
obtenida en 2D en una escala de 300nm, se exhiben diferentes nanoparticulas cuyos
tamanos fueron medidas por medio del software ImageJ® dando un acercamiento de
tamafio de 27 + 21nm (en el Anexo 5 se observan los valores obtenidos por el software
ImageJ®). Por parte de la reconstruccion 3D de la muestra se encuentra en la parte de
B. Y por ultimo, en la parte C se puede observar la rugosidad de la muestra, observando
un pico a 10nm.
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Figura 32. Imagen obtenidas en microscopia de fuerza atomica para PC:Gd3*, Yb3*. A.

Imagen obtenida en 2D a una resolucién de 300nm, en blanco se muestran las
nanoplataformas. B. Distribucién de rugosidad de la muestra. C. Imagen de profundidad
a #£30nm.

Como se muestra en la Figura 33, siguiendo con la caracterizacion de la
nanoplataforma PC:Gd3*, Yb3* se estudiaron los grupos funcionales presentes en su
superficie a través de la técnica de espectroscopia de infrarrojo (FTIR), encontrando:
en 3100cm* se encontré un pico caracteristico de los enlaces -OH y en 3000 cm se
observa un pico menor que se asocia con vibraciones -C-H; en el rango de 1750cmy
1000cm-! se encontraron 4 principales picos correspondientes a enlaces -C=0, -C=N, -
N=0 y finalmente -C-N.
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Figura 33. Espectro infrarrojo de PC:Gd?3*, Yb3*,

De igual manera, se evalu6 el valor del potencial z obteniendo como resultado
un valor de -32,7 £ 0,83 mV, mostrando una leve disminucion del valor obtenido en el
caso de PC y PC:Gd3* probablemente asociado a la incorporacion de mas cargas
positivas en la superficie por el procedimiento de codopado.

6.2. Fase 2: Estudios de citotoxicidad en PC, PC: Gd3®*, PC: Yb®%*, PC:Gd*",Yb3%* en
diferentes lineas celulares y cultivos primarios

Una vez fueron sintetizadas y caracterizadas las nanoplataformas, se busca
evaluar la biocompatibilidad a través de pruebas de citotoxicidad en lineas celulares y
cultivos primarios expuestas estas nanoparticulas.

6.2.1. Estudio de citotoxicidad de las nanoplataformas por MTT (Bromuro de Tetrazolio
Azul de Tiazolilo)

Con el fin de estudiar el efecto citotoxico de PC, PC:Gd3*, PC:Gd3*,Yb3*en lineas
celulares y cultivos primarios en funcién de la concentracion por medio de la prueba de
MTT (Seccion 5.2.1 - Tabla 3). En este caso la viabilidad celular encontrada esta dada
por la accion mitocondrial de las células viables cuando se introduce el reactivo. Para
este experimento se establecieron 2 controles: el positivo que son las células sin PC o
sin PC:Gd3* y el segundo las células de control negativo correspondientes a las células
gue se les agrego H>O,. En Figura 34, se muestran los resultados obtenidos al evaluar
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el efecto citotoxico de los PC y los PC:Gd?*) a diferentes concentraciones en las lineas
celulares en funcién de la concentracion, respectivamente.

A B
200 200

150

100

50

Viabilidad Celular %

0
0 50 125 250 500 ctri+ " 0 50 125 250 500 ctri+
Concentracién (ug/mL) Concentracion (ug/mL)
Figura 34. Prueba de MTT en lineas celulares con tratamientos de nanoparticulas

concentraciones de 0 a 500pg/mL. A. PC B. PC : Gd®*

En el ensayo MTT se analizaron dos lineas celulares no cancerosas. En el caso
de las células 3T3, fueron expuestas a PC se observa una viabilidad celular para las 4
concentraciones usadas, dicha viabilidad es menor al 80% lo que permite concluir que
estas células son no viables [4]. Sin embargo, cuando esta linea celular es expuesta a
los PC:Gd3* se evidencia viabilidad celular por encima del 80% a todas las
concentraciones.La segunda linea celular no cancerosa, son las VERO, las cuales
mostraron un comportamiento similar en los dos tratamientos (PC y PC:Gd®*"). En las 4
concentraciones de nanoparticulas usadas la viabilidad celular fue mayor al 80% y en
algunos casos sobrepasa el control negativo del 100% comprobando que este tipo de
nanoparticulas no interfiere en el metabolismo celular y permite el crecimiento de estas
células.

Por otra parte, para las lineas celulares cancerosas se analizdé el
comportamiento en las células HT29 que muestra una mayor viabilidad al ser tratadas
por los PC que por los PC:Gd?*. Sin embargo, para las cuatros concentraciones en los
dos tratamientos con las nanoplataformas se evidencio una viabilidad celular mayor al
80%. Asi mismo, para la segunda linea celular cancerosa correspondiente a U87 se
evidenci6 una viabilidad celular mayor al 80% en la mayoria de los casos. Cuando las
células fueron expuestas a los PC:Gd?* en la concentracién de 500ug/mL se evidencia
una baja viabilidad celular, por esta razon se recomienda usar la concentracion de 250
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pg/mL para los tratamientos de nanoplataformas debido a su comportamiento similar al
mostrado por las células de control negativo.

Se realizo una prueba ANOVA con el fin de analizar los resultados obtenidos en
el ensayo MTT. Esta prueba estadistica busca determinar si existe relacién entre la
viabilidad celular presentaday las diferentes lineas celulares y concentraciones usadas.
Para este analisis se establecen dos hipétesis nulas: la primera, “NO existe relacion
entre la viabilidad celular y la concentracion de PC y PC:Gd?** y la segunda es “NO
existe relacion entre la viabilidad celular y las lineas celulares usadas” De los resultados
obtenidos en esta prueba estadistica se dice que si el valor de la estadistica F es mayor
al valor critico de F (F >F crit) se rechaza la hipétesis nula.

De acuerdo a los resultados de esta prueba (Tabla 8), para evaluar la primera
hipotesis nula se compararon los datos obtenidos en las diferentes lineas celulares
observando que en F < Fcrit, por tanto la hipétesis nula es rechazada y se confirma que
la concentracién afecta significativamente la viabilidad. Con respecto a la segunda
hipotesis nula, se estudiaron los datos obtenidos respecto a las concentraciones y se
encontr6 que F < Fcrit lo que representa una diferencia significativa entre las
viabilidades de las diferentes lineas celulares.

Tabla 8. Resultados prueba ANOVA para ensayo MTT de PC y PC : Gd®*

PC PC:Gd?*
Varlab!es P valor Fcri F p valor F Fcri
Independientes
Concentraciones < 0,001 77,53 3,106 0,0137 52,07 18,513
Linea Celular < 0,001 30,18 3,422 0,0025 42,66 7,709

Buscando un compromiso entre no citotoxicidad (pre-irradiacion) y una alta
concentracion de tierras raras en las nanoplataformas para incrementar la probabilidad
de tener un efecto radiosensibilizante, se eligié una concentracién de 250 pg/mL para
evaluar la viabilidad celular de PC:Gd?*,Yb3* en la linea celular de glioma U87 por el
método de MTT. En la Figura 35, se observa la viabilidad celular obtenida para esta
nanoplataforma respecto al control positivo y negativo, muestra una fraccién de
viabilidad mayor al 80% comprobando la biocompatibilidad de esta nanoplataforma en
base a la concentracion usada en la linea celular U87.
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Figura 35. Prueba de MTT para PC:Gd?*,Yb®* a una concentracion 250 pg/mL.

Se realiz6 una prueba ANOVA de 1 via para analizar los datos obtenidos usando
una hipotesis nula "NO hay diferencias significativas entre la viabilidad celular de la
linea U8B7 expuesta a los tratamientos de PC:Gd3*,Yb3*y el control negativo ”. En la
Tabla 9, se muestran los datos obtenidos en esta prueba. Encontrando un valor F >
Fcri, lo que confirma la hipétesis nula y permite establecer que no hay diferencias
significativas entre las viabilidades de los métodos.

Tabla9. Resultados prueba ANOVA para ensayo MTT para PC:Gd®*,Yb**

Variables PC
Independientes

P valor Fcri F
Concentraciones 0,3737 1,16 5,143

6.2.2. Estudio de citotoxicidad por ensayo de azul tripan

Inicialmente, el ensayo azul tripan se realizé de acuerdo a la Seccién 5.2.1 - Tabla
3. Este ensayo permite conocer la viabilidad celular por medio de la tincién de la células
causada por dafio en la membrana celular. A partir de los datos obtenidos en el ensayo con
las lineas celulares a diferentes concentraciones, inicialmente se estandarizé una
concentracion de trabajo, que posteriormente fue usada en los cultivos primarios. En la
Figura 36, se evidenci6 que para las lineas celulares VERO, 3T3 y HT29 la viabilidad celular
fue menor que el 80% en cada una de las condiciones, sin embargo se observa que en la
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linea celular U87 el comportamiento en las concentraciones 125, 250 y 500 pug/mL es
diferente, con valores de viabilidad mayores al 80%.

150 VERO
- HT29
- 373
- 87
100¢.

50

Viabilidad Celular %

50 125 250 500 Ctrl+
Concentracion (ug/mL)

Figura 36. Ensayo de azul tripan en lineas celulares a diferentes concentraciones de
PC.

Posteriormente, con los datos obtenidos y analizados en la prueba de azul tripan
con las lineas celulares, especificamente de las células U87 a la concentracion de
250ug/mL. A partir de este valor, se realizaron las pruebas de evaluacion de
citotoxicidad en los cultivos primarios G200 y G298 correspondientes a gliomas de
pacientes etapa IV: en el caso G200 los valores de viabilidad celular en PC y PC:Gd?*
se acerca al 80%, mostrando un bajo efecto citotoxico. En el caso de los cultivos
primarios correspondientes a G298, se muestra una mayor sensibilidad por parte de las
células hacia los diferentes tratamientos, donde se observa una disminucion en el valor
de la viabilidad celular con valores cercanos al 70%. Dicha informacién, se encuentra
sintetizada en la Figura 37.
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Figura 37. Prueba de azul tripan para: A: PC, PC:Gd?3* en G200 a concentraciones de

250 pg/mL. B: PC, PC:Gd®** ,PC : Gd3*,Yb3* en G298 a concentraciones de 250 pg/mL.
6.3. Fase 3: Irradiacion de los tratamientos con Rayos X

Para evaluar los efectos de las radiaciones ionizantes en la proliferacion de la
linea celular U87 y los cultivos primarios G200 y G698 en presencia de PC y PC:Gd?*,
las células fueron irradiadas con dosis convencionales (Capitulo 5.3, Tabla 5). En el
caso de las células U87 se sembraron e incubaron por 15 dias mientras que los cultivos
primarios debido a su velocidad de crecimiento y creacidn de colonias, se incubaron por
10 dias. Se realiz6 el conteo de colonias para obtener la ES y FS para cada uno de los
tratamientos. Las curvas de supervivencia calculadas para la irradiacion en la linea
celular U87 para las 3 condiciones (sin PC, PC y PC:Gd?*), evidencian que en la dosis
de 6 y 8 Gy la fraccién de supervivencia en la condicion de U87 sin PC es mayor que
en los otros dos casos (Figura 38). Esto se puede atribuir a la presencia de las
nanoplataformas en las células que generan electrones secundarios causando un dafio
mayor en el ADN de estas células, evitando su correcta proliferacion y evitando la
creacion de colonias.
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Figura 38. Fraccién de supervivencia de la linea U87 con los tratamientos de sin PC y

con PC, con PC:Gd3* al ser irradiadas con dosis convencionales.

El ensayo de irradiacion se evalu6 también en los cultivos primarios G200y G298
(Capitulo 5.3, Tabla 5). En la Figura 39, se observa la relacion entre la fraccion de
supervivencia entre dos tratamientos, con referencia a la parte A: se comparan los
valores obtenidos cuando se introducen los PC y cuando no estan presentes, en 4 Gy
se observa un valor menor en la proliferacion celular cuando son tratadas con PC. Por
otra parte, en la parte B se comparé el comportamientos de la fraccion celular entre los
tratamientos con PC:Gd?* y sin estos, donde en 4 Gy se observa una disminucién
considerable entre los dos tratamientos, lo que puede atribuirse al efecto
radiosensibilizador de la nanoplataforma debido a su alta carga electrénica que puede
causar un aumento en el dafio del ADN de las células cancerosas, dafiando su proceso
de divisién y proliferacion.
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Figura 39. Fraccion de supervivencia del cultivo primario G200 al ser irradiadas con
dosis convencionales en tratamientos A. Sin PCy PC B. Sin PCy PC : Gd3*

Finalmente, en la Tabla 10, Tabla 11 y Tabla 12 se muestran los resultados
obtenidos en el desarrollo de este proyecto de una manera resumida. La Tabla 10, muestra
los hallazgos de la caracterizacion de las nanoplataformas. Por parte de la Tabla 11, se
observan los datos obtenidos en las pruebas de citotoxicidad. Y finalmente, la Tabla 12,
muestra las pruebas realizadas para la irradiacion con Rayos X.

Tabla 10. Resumen de los datos obtenidos en la caracterizacion de las nanoplataformas

., Emision s .
NP Absorcién (PL) Tamafio FTIR Potencial Z
3 bandas: C-H
200nm — 300nm Cc=0
PC 300nm — 400 nm 550nm 41,1 + 34 nm C=N -35,02+2 mV
400nm-500nm N=0
-OH
3 bandas: -CH
200nm — 300nm -C=0
. 3+ -
PC:Gd 300nm — 400 nm 550nm 34,8 £8,1 nm -C=N 33,9+0,7 mV
400nm-500nm -N=0
-C-N
-OH
3 bandas: -CH
200nm — 300nm -C=0 -32,7+0,83
. 3+ 3+ 4 ' ’
PC:Gd**,Yb 300nm — 400 nm 550nm 27 +21nm C=N v
400nm-500nm -N=0
-C-N

Tabla 11. Resumen de las pruebas y resultados realizadas en el estudio de la
citotoxicidad. En color naranja se sefialan los valores de viabilidad menores al 80%,
con verde las viabilidades mayores al 80% y sin color son las pruebas que no se

realizaron.
NP MTT MTT MTT MTT | AZUL | AZUL | AZUL | AZUL | AZUL | AZUL
3T3 VERO | HT29 us7 3T3 VERO | HT29 us7 G200 | G298
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PC

Tabla 12. Resumen de las pruebas realizadas en irradiacién a 0, 1, 2, 4, 6, 8.y 10 Gy.
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7. CONCLUSIONES

El cancer es un problema de salud mundial, afecta a millones de personas
anualmente con sus diferentes formas y grados de agresividad. Dentro de los tipos de
cancer, se encuentra el glioblastoma un tumor cerebral que presenta mdltiples
dificultades de tratamiento, por su capacidad de infiltracion en los tejidos, ubicacion y
resistencia a los tratamientos convencionales como la radioterapia. Dadas estas
limitaciones, se han buscado soluciones en los avances y nuevas investigaciones en el
area de nanotecnologia para ser introducidas como agentes radiosensibilizadores en
este tipo de aplicaciones.

Los PC son un tipo de nanoparticulas que fueron introducidas en el 2004 y han
venido tomando fuerza por sus caracteristicas como biocompatibilidad, propiedades
Opticas, tamafo y diferentes métodos de sintesis. Adicionalmente, su capacidad de ser
funcionalizados o dopados por farmacos y diferentes estructuras, como iones de alto
namero atémico especificamente lantanidos. El complemento entre las propiedades de
los PC y la alta carga de electrones en iones como los lantanidos, permiten considerar
estas nanoplataformas como agentes radiosensibilizadores.

El desarrollo de este estudio se dividié en tres fases. En primer lugar, se logro
consolidar satisfactoriamente los protocolos de sintesis de tres nanoplataformas
basadas en PC. Adicionalmente se introdujeron iones de Gd3*e Yb3* como dopantes y
co-dopantes. La caracterizacion de las nanoplataformas logré tener una idea de los
materiales desarrollados, sus propiedades 6pticas, ademas de un acercamiento a la
estructura, tamafio y carga. Inicialmente, se estandarizé exitosamente el método de
reactor microondas a 200°C para esta sintesis, usando precursores ricos en N lo cual
genero para las tres nanoplataformas tres bandas de absorcién entre 200 nm hasta los
600 nm, de la misma manera los espectros de emision en los tres casos exhibieron una
banda desde 400 nm hasta 680nm, con un pico en 550 nm de fluorescencia.

También se confirmo la presencia de enlaces O-H, C=0, C=N, N=0O y C-N por
medio de espectroscopia de infrarrojo, esta informacion permite una aproximacion a la
los enlaces creados después de la sintesis y sus posibles interacciones con otros
heteroatomos. Informacion que se puede comprobar con el valor del potencial z se
midié en las nanoplataformas obteniendo valores para PC igual a -35,02 + 2 mV,
PC:Gd3* igual a -33.9 + 0,6 mV y por ultimo para PC: Gd3*, Yb3* de -32,7 + 0,83 mV,
estos datos permiten conocer la variacion de las cargas superficiales de las
nanoplataformas y los cambios que sufre de acuerdo a las moléculas o heterodtomos
agregadas. El tamafio de esta nanoplataforma se calculé con imagenes de microscopia
de fuerza atomica encontrando un tamafio promedio para los PC es de 41 + 34,5 nm,
en el caso de los PC:Gd3* es de 16,3 + 12,2nm y para los PC:Gd?**,Yb3* es de 26,8 +
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21,4y 15,4 £ 12,7nm. Aunque esta informacion se puede verificar por otros métodos
mas exactos como TEM, se puede observar una variacion entre los tamafios obtenidos
en las tres nanoplataformas lo que se puede dar por la agregacion de los
nanomateriales en el momento de la toma de las imagenes.

Por otra parte, para confirmar la citotoxicidad de la PC, PC:Gd3* y PC:Gd3*,Yb?
se realizaron dos ensayos, por medio de la prueba de MTT se observo que no se
presenta citotoxicidad en las lineas celulares U87, VERO y HT29 cuando la
concentraciones de las nanoplataformas varian desde 50ug/mL hasta 500ug/mL,
mostrando un mayor porcentaje de viabilidad en la concentracion de 250ug/mL en la
linea U87. Una vez se estandarizé este valor, se realizé el ensayo de exclusién por azul
tripan en la linea celular U87 y en los cultivos primarios G200 y G698 identificando que
no se presenta citotoxicidad en PC , PC:Gd3*y PC:Gd3*,Yb?*. Por ultimo, la irradiacion
de estos tratamientos se realiz6 en U87, G200 y G698 a dosis convencionales
encontrando un disminucién en la fraccion de supervivencia entre las células irradiadas
sin tratamientos y a las que se les agregd algun tratamiento, especialmente en el valor
de 4 Gy de dosis de radiacion.

De acuerdo al objetivo planteado en este proyecto, se logré observar el potencial
radiosensibilizador de la nanoplataforma sintetizada basada en PC y dopada con iones
lantanidos (Gd®*,Yb3*) para el tratamiento de glioblastomas en un modelo in vitro.
Ademas, puede ser una base para continuar estudiando este tipo de nanomateriales en
aplicaciones biomédicas.
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8. TRABAJOS FUTUROS

En este apartado, se presentan observaciones que se relacionan con lineas en
las que se podria apuntar hacia el seguimiento de este trabajo. Para este proyecto se
desarrollaron 3 nanoplataformas basadas en puntos de carbono y dopadas/co-dopadas
con iones lantanidos cuya citotoxicidad fue evaluada y se realizaron pruebas de
irradiacion con el fin de identificar un posible potencial agente radiosensibilizador. En el
primer enfoque y hacia un corto plazo, se planea caracterizar las nanoplataformas
desarrolladas con otras técnicas como Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS), para conocer mas informacién
sobre la forma, y composicion de las nanoplataformas. Esto ampliaria de manera
importante la caracterizacion fisicoquimica de estas. Por otra parte, de acuerdo con la
parte biolégica se espera realizar ensayos de cometas con los resultados de estas
irradiaciones para conocer el dafio generado en el ADN de los diferentes tratamientos,
asi como ampliar la irradiacion con dosis ablativas como 14, 16 y 20 Gy. Asi mismo,
generar contenido cientifico que exhiba los resultados obtenidos y aportar informacion
para la aplicacién de nanoplataformas en el tratamiento del cancer. Por otra parte, es
importante conocer el mecanismo de internalizacion y el mecanismo de endocitosis de
las nanoparticulas, aprovechando asi la fluorescencia propia de los PC, caracteristicas
que permitirAn conocer la forma de liberacibn de los heteroatomos cuando la
nanoplataforma es irradiada.

La segunda linea enfocada a un mediano plazo, se buscara optimizar el método
de aplicacion de la nanoplataforma desarrollada para lograr llegar a sitios especificos y
evaluar el caracteristicas como tiempo de eliminacion, dosis recibida, posicion
especifica y determinar el régimen de administracibn de la nanoplataforma para
maximizar la eficacia terapéutica. Este trabajo podria considerarse en modelos in vivo.
Asi mismo, consolidar una base de datos estadisticos que soporten el estudio como se
ha venido trabajando en trabajo de grado de Baquero Castillo, Karol Julissa titulado
Estudio de la citotoxicidad de puntos de carbono dopados con Gd3*, dénde se realizé
un estudio de MTT en lineas celulares con los PC:Gd3*y se desarroll6 un estudio
estadistico a profundidad con los datos de citotoxicidad obtenidos [75].

Finalmente, a largo plazo se puede plantear el disefio de un protocolo para
realizar un ensayo clinico en el que se permita analizar el efecto radiosensibilizador de
las nanoplataformas desarrolladas, cumpliendo con todos los aspectos regulatorios,
comités de ética de las entidades y autorizacién por parte de los pacientes. Asi mismo,
realizar la presentacion de los resultados de este ensayo clinico en conferencias
cientificas y publicacion de los hallazgos en revistas médicas revisadas por pares. Por
medio de este primer pilar, se busca lograr la optimizacion de la terapia para pacientes
diagnosticas con glioblastoma y asi brindarles una esperanza
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ANEXOS

A continuacién se muestran los resultados de caracterizacion de los PC:Gd?®*,Yb3*
sintetizado por el método 2, en el Anexo 1 se muestra el espectro de emision y los
resultados obtenidos a través del AFM, siendo un acercamiento a la morfologia y
tamano.
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Anexo 1. Espectro de emision de una solucién acuosa de PC:Gd3+,Yb3+ (concentracién de
10mg/mL) sintetizados a 200°C a partir de N, N dimetilformamida, urea, acido
dietilentriaminopentaacético gadolinio (iii) sal dihidrogeno, cloruro de iterbio (lll) y acido
citrico ( Aexc = 365nm). Las imagenes dentro del espectro muestra la muestra en una celda
de cuarzo A. Con exposicion de luz UV a Aexc =365nm, B. Sin exposicion de luz UV.
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Anexo 2. Imagen de microscopia de fuerza atémica para los PC:Gd®*, Yb3* método 2.

Los siguientes valores fueron obtenidos por ImageJ® en las imagenes obtenidas por
AFM, con estos valores se obtuvo el valor promedio de tamafio en cada una de las
nanoplataformas.

PC - AFM
AREA LONGITUD (nm)

1 321.237 84,1460

2 227.543 58,5370

3 80.309 18,6550

4 53.540 10,9760

5 227.543 58,6510

6 26.770 3,6590

7 40.155 8,1810

8 321.237 85,3310

Anexo 3. Datos obtenidos por ImageJ® para los PC por AFM.

PC Gd - AFM
AREA LONGITUD (nm)
1 143.879 49,533
83.298 27,518
98.443 33,136
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4 75.726 24,766
5 90.871 30,270
6 121.161 41,369
7 98.443 33,022
8 113.589 38,917

Anexo 4. Datos obtenidos por ImageJ® para los PC:Gd3* por AFM.

CGd Yb 1- AFM
AREA LONGITUD (nm)
1 273.187 66,228
2 227.656 54,680
3 91.062 19,479
4 91.062 19,479
5 75.885 15,583
6 45.531 7,792
7 60.708 11,687
8 91.062 19,479

Anexo 5. Datos obtenidos por ImageJ® para los PC:Gd®*Yb3* método 1 por AFM

PC Gd Yb 2 - AFM
AREA LONGITUD (nm)
1 41.152 7.407
2 178.326 44.444
3 82.305 18.519
4 54.870 11.111
5 41.152 7.407
6 54.870 11.712
7 54.870 11.111
8 82.305 18.519

Anexo 6. Datos obtenidos por ImageJ® para los PC:Gd3*Yb3* método 2 por AFM
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