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RESUMEN

El glioblastoma es uno de los tumores mas agresivos y de dificil tratamiento, debido a su
ubicacién, su morfologia y su comportamiento radioresistente. Al estar ubicado en el cerebro, no
es posible extirparlo completamente durante el procedimiento quirdrgico, por lo cual, en la
mayoria de los casos es necesario utilizar tratamientos adyuvantes como la radioterapia después
de la cirugia. Sin embargo, al generar resistencia a este tratamiento los riesgos de crecimiento y
propagacion del tumor son muy altos, lo cual, genera la necesidad de implementar un agente
radiosensibilizador que permita potenciar los efectos de la radioterapia. En este trabajo se evalud
el efecto radiosensibilizador de puntos de carbono dopados con iones Gd** (PC-Gd®*) en células
derivadas de glioblastoma (U87). Los PC-Gd*" fueron sintetizados a través de un proceso
solvotérmico y fueron caracterizados con estudios de espectroscopia UV — Vis y mediciones de
potencial zeta. Durante la fase experimental, se demostréd la biocompatibilidad de los PC-Gd3®*
por medio del ensayo MTT, pues a diferentes concentraciones los PC-Gd*" no generaron
citotoxicidad en las células cancerosas. Después de demostrar la biocompatibilidad de los puntos
de carbono, se realizaron ensayos para determinar la capacidad de proliferacién celular y se
calcul6 el dafio en el material genético después de exponer las lineas celulares incubadas con
los PC-Gd®*" a radiaciones ionizantes. Con estos experimentos se demostré6 un efecto
radiosensibilizador de los PC-Gd** en condiciones especificas en la linea celular U87 y se
evidencié una tendencia a disminuir la proliferacién celular y aumentar el dafio en material
genético celular en las muestras que se trataron con PC-Gd*". Este trabajo es un trabajo inicial
gue permite establecer bases de experimentacion para poder continuar estudiando el potencial
radiosensibilizador de la nanoplataforma desarrollada.

Palabras Clave - Radioterapia; Puntos de carbono; Gadolinio; Radiosensibilizacion;
Glioblastoma.
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1. INTRODUCCION

El cdncer es una enfermedad que se caracteriza por la rapida division de células anormales en
el cuerpo, gue se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes
del cuerpo o propagarse a otros organos [1]. Actualmente, el cancer es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial y el 70% de estas muertes se registran en paises de ingresos
medios y bajos [2]. La radioterapia es uno de los tratamientos sugeridos para la erradicacion de
células anormales. Esta terapia se fundamenta en el uso de radiaciones ionizantes como rayos
X, rayos y 0 particulas altamente cargadas que poseen la energia suficiente para ionizar especies
atomicas y moleculares [3], [4]. Al interior de la célula, la radioterapia puede generar dafio
directamente en el material genético al depositar la energia emitida en el ADN o indirectamente
a través de radicales libres, producto de la interaccién de las radiaciones ionizantes y las
moléculas de agua de la célula, potencializando procesos de muerte celular o senescencia [3].
Sin embargo, la eficiencia de este tratamiento no es igual para todos los tipos de cancer. Existen
células cancerosas que presentan resistencia a los efectos de las radiaciones ionizantes,
evitando que su integridad celular se vea afectada. Esto se conoce como radioresistencia y como
consecuencia los procesos de multiplicacién celular y diseminacién a otras partes del cuerpo
persisten [4].

Un ejemplo de este tipo de cancer es el Glioblastoma (GBM), el cual se forma en las células
gliales del sistema nervioso en el cerebro. El tratamiento del GBM enfrenta una gran dificultad
debido a su ubicaciéon, su morfologia y su comportamiento radioresistente, lo que lo convierte en
uno de los tumores mas agresivos y de dificil tratamiento [5]. El prondstico de supervivencia de
los pacientes diagnosticados con GBM es de 12 a 24 meses aproximadamente después de ser
tratados [6] y en raras ocasiones, aproximadamente el 10% del total de los casos, el prondstico

de supervivencia ha sido de 5 afios posterior al tratamiento [7]. Este tipo de céncer se trata

siguiendo el protocolo de Stupp [8], el cual se inicia con un procedimiento quirdrgico en el que
se busca extraer la mayor parte del tumor sin comprometer tejido sano del cerebro;
posteriormente, se utiliza radioterapia y quimioterapia para atacar las partes restantes del tumor
no extraidas debido a su ubicacion y a su morfologia [9]. En el tratamiento particular de GBM,
los procedimientos postquirdrgicos se limitan a la radioterapia debido a que agentes
quimioterapéuticos presentan una gran dificultad para acceder al cerebro debido a la barrera
hematoencefalica. Esta barrera es altamente selectiva y evita la introduccion de este tipo de
farmacos, limitando su funcion [10].

Con el fin de aumentar el efecto de la radioterapia y disminuir el dafio generado en los tejidos
sanos, diversos grupos de investigacion se han enfocado en optimizar este tratamiento utilizando
agentes radiosensibilizadores que sensibilicen las células cancerosas ante las radiaciones
ionizantes, generando muerte celular o impidiendo su division [3]. Una alternativa de agente
radiosensibilizadores surge del uso de materiales con dimensiones en la escala nanométrica,
como nanoparticulas (NPs), las cuales, gracias a su tamafio y dependiendo de las caracteristicas
de su superficie, pueden llegar a atravesar la membrana celular y distribuirse en el citoplasma
celular [11]. Para el caso particular del disefio de nanoagentes radiosensibilizadores se ha
explorado el uso de nanoparticulas metdlicas formadas a partir de atomos de alto nimero
atomico (Z). Los atomos, al interactuar con radiaciones ionizantes pierden electrones, los cuales
guedan libres en el medio e interactian con otras estructuras, afectando su estabilidad. Si la

energia liberada es lo suficientemente alta puede generar radiacién difusa, esta interactia con



los atomos cercanos alterando su estructura [3],[12],[13]. Los atomos con alto Z tienen mayor

cantidad de electrones, por lo tanto, la interaccion con las radiaciones ionizantes es mayor y la
liberacion consecutiva de electrones es mas frecuente.

La capacidad radiosensibilizadora de las nanoparticulas metalicas de oro y plata ha sido
ampliamente estudiada. Varios estudios han demostrado la efectividad de las NPs basadas en
oro para mejorar los efectos generados por la radioterapia [48]. No obstante, en algunos estudios
in vivo se observa que la mayoria de las NPs de oro, sin importar el tamafio, se acumulan en
6rganos como el higado, los pulmones y el bazo de los ratones inyectados[14], [15]. Las NPs
basadas en plata también han demostrado que pueden servir para optimizar la radioterapia
[16],[17],[18]. Sin embargo, los mecanismos biologicos que generan estas nanoparticulas en las

células no son muy claros, y se ha demostrado que la plata es menos inerte y biocompatible que
el oro [19].

Otra potencial alternativa en exploracion es el uso de NPs basadas en Gadolinio (GANPs). Estas
nanoparticulas han mostrado su capacidad en radioterapia como agentes radiosensibilizadores
[20], [21]. EI Gd es un lantanido usado como componente principal de los agentes de contraste

para imagenes de resonancia magnética (MRI) [22]. El potencial de las GANPs como agente
radiosensibilizador ha sido evaluado a través de experimentos in vitro e in vivo en estudios en
los que se ha demostrado mejoras en los efectos de citotoxicidad causados por la radiacién por
medio de diferentes mecanismos y disminucion en el crecimiento de los tumores [23]. El estado
de oxidacién del Gd es 3+, por lo que en la naturaleza se encuentra en su forma iénica (Gd**) en
minerales [62]. La presencia de estos iones en el organismo puede causar efectos toxicos en los
rinones y causar fibrosis sistémica nefrogénica en pacientes que presenten disfuncion renal [24].
No obstante, en un estudio realizado por Chen et al. se demuestra que al encapsular Gd** en
puntos de carbono (PC), la liberaciéon de Gd** es minima incluso en condiciones biol6gicas muy
agresivas [25].

Los PC son nanomateriales compuestos por carbono. Debido a sus propiedades o6pticas, su
inercia y su biocompatibilidad han llamado la atencién del area de biomateriales para
aplicaciones biomédicas [26],[27],[28]. Sus dimensiones son menores a 10 nm, son fotoestables

y presentan propiedades de fluorescencia [29],[30]. Los PC tienen aplicaciones biomédicas
bastante amplias, han sido propuestos para que puedan ser usados en la adquisicion de
imagenes bioldgicas por fluorescencia [31], etiquetado biologico [32], biosensores [33], entrega
de medicamentos [34], transfeccion genética [35] y terapias fotodinamicas [36], entre otras.

Al encapsular el Gd en PCs se garantiza su no liberacién como ion libre. Chen et al., han
reportado que al estar encapsulado dentro de la estructura molecular de los PCs, la fuga de estos
iones en medios biolégicos es minima incluso cuando se ven expuestos a cambios extremos en
el pH y de temperatura, sin afectar las propiedades del Gd** [25]. Adicionalmente, se ha

demostrado que al encapsularlo, estos PC tienen tamafios menores a liposomas y microcapsulas
[33], lo que puede permitir un mejor transito en ambientes bioldgicos.

Es por esto que en este proyecto se analizé el posible efecto radiosensibilizador de PC dopados
con Gd* (PC-Gd*) en células derivadas de glioblastoma (U87). Este andlisis se realizé
experimentalmente con PC-Gd®* sintetizados en el laboratorio de Bioguimica de la Universidad
del Rosario. El posible efecto radiosensibilizador de los PC-Gd? se estudié en lineas celulares
U87 y de cancer de mama MCF-7. Esta ultima se utiliz6 como control positivo a la radioterapia,
debido a que el cancer de mama a diferencia del GBM responde muy bien a los tratamientos de



radiacion, incluso, en algunos casos dependiendo de las caracteristicas del tumor, este tipo de
cancer se trata solamente con radioterapia [37].



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El GBM es uno de los tipos de cancer mas agresivos y de dificil tratamiento, debido a su
morfologia, su ubicacion y su comportamiento radioresistente. Aunque este tipo de cancer no es
uno de los mas comunes, la esperanza de vida de los pacientes diagnosticados con GBM es
muy baja, de 12 a 24 meses aproximadamente para pacientes después de ser tratados [6] y en

algunos casos excepcionales de 5 afios solamente para el 10% del total de los casos [7].

El uso de NPs como agentes radiosensibilizadores suponen un gran potencial para mejorar el
pronéstico de vida en los pacientes con este tipo de cancer; sin embargo, aun no se han
elucidado con claridad todos los procesos que pueden ocurrir internamente en la célula como
consecuencia de la interaccion radiacion-NPs [42].

Diversos grupos de investigacion han utilizado GANPs como agentes radiosensibilizadores en
experimentos in vitro e in vivo, en los que se han demostrado incrementos en los efectos de
citotoxicidad causados por la radiacion y disminucion en el crecimiento de los tumores [23];
Mowat et al. realizaron experimentos in vitro para evaluar los efectos de GANPs y encontraron
mejoras en la muerte celular de células de GBM después de su exposicion a radiaciones de rayos
Xy rayos y [38]; en otro estudio realizado por Le Duc et al. se encontrd que las GANPs inyectadas
en los tumores de cerebro de ratas mejoraron la supervivencia de estas al ser tratadas con
radiaciones ionizantes [39]. Sin embargo, una dificultad que se encontro en la literatura es la falta
de estudios sisteméaticos que permitan replicar los experimentos realizados y compararlos para
generar estandares y métodos validos que garanticen la seguridad de estas aplicaciones en los
pacientes [40].

Los iones de Gd®**, como se menciond anteriormente, pueden generar efectos téxicos en los
rifones de los pacientes que sufren insuficiencia renal, sin embargo, los PC solucionan este
problema pues encapsulan el Gd de tal manera que la liberacion de este es minima. Ademas,
los PC han causado gran interés en el area investigativa al demostrar una amplia variedad de
caracteristicas que les permiten ser usados en el campo clinico para diagnéstico, etiquetado
biolégico, biosensores, entrega de medicamentos, transfeccion genética y terapias
fotodinamicas, entre otros. Adicionalmente debido a su tamafio, biocompatibilidad y flexibilidad
para su sintesis prometen un gran potencial como agente radiosensibilizador en conjunto con
elementos con alto Z como el Gd, el cual ha sido utilizado como agente de contraste para MRI.
Por estas razones, los PC-Gd*" representan un agente radiosensibilizador prometedor. Sin
embargo, al ser un tema tan reciente, falta realizar estudios de manera sistémica que permitan
validar la informacion presentada en los estudios ya realizados. Esto con el fin de asegurar que
estos nanomateriales puedan ser usados en experimentos in vitro e in vivo de manera segura y
gue generen el efecto de radiosensibilizacién esperado para poder empezar a realizar estudios
clinicos [40].

Como se menciond anteriormente, el GBM es un tipo de cancer muy agresivo con un pronéstico
de vida muy baja para los pacientes diagnosticados con este tipo de cancer [6]. Debido a la
ubicacion, y morfologia de este céncer, lograr la extirpacion completa del tumor es imposible
durante la cirugia y debido a su radioresistencia la radioterapia adyuvante no genera los efectos
deseados y el tumor puede volver a crecer. Por esta razén es de gran importancia implementar
un agente radiosensibilizador que potencie los efectos de la radioterapia logrando evitar que las
células cancerosas se sigan dividiendo y asi lograr aumentar la esperanza de vida de los
pacientes con este tipo de cancer y conjuntamente su calidad de vida.



En este estudio se evalud el posible comportamiento radiosensibilizador de PC-Gd**, los cuales
fueron sintetizados en este estudio utilizando como referencia el estudio realizado por Du et al.,
en el que sintetizan PC-Gd** para realizar radioterapia guiada con MRI in vivo en ratones
portadores de tumores de cancer de higado, y se concluye que los PC-Gd®** son excelentes
agentes de contraste para realizar radiaciones localizadas guiadas y al mismo tiempo, se
demostrd un efecto radiosensibilizador de estos [41]. En el estudio realizado por Du et al., los
pardmetros de sintesis no se encuentran especificados, de manera que en este proyecto se
realizan variaciones en los tiempos de reaccién y en la cantidad de solutos con el fin de encontrar
las condiciones 6ptimas para la sintesis de los PC. Los parametros establecidos para la sintesis
de los PC se mencionan claramente en la metodologia (Seccidn 5.1) para asegurar la posible
replicaciéon de este proceso.

Antedicho, el principio terapéutico de la radioterapia se basa en causar dafio directa o
indirectamente en el material genético de las células, llevandolas a muerte celular o afectando
su capacidad de division. Por esta razén, para probar el posible efecto radiosensibilizador de los
PC-Gd*" se evaluara la capacidad de proliferacion y el dafio en el material genético de las células
después de ser expuestas a radiaciones ionizantes con los PC-Gd**; con esto se busca conocer
el posible efecto radiosensibilizador de los PC-Gd®** al exponerlos a radiaciones ionizantes en la
linea celular U87.

El desarrollo de este proyecto permite conocer los posibles efectos radiosensibilizadores de los
PC-Gd®** en la linea celular U87 al tratarla con radioterapia. Ademas, gracias a la estandarizacion
del protocolo de sintesis de los PC-Gd**, este estudio permite que otros grupos de investigacion
puedan replicar el proceso de sintesis con el fin de validar los resultados encontrados o que
puedan realizar estudios futuros con los mismos PC-Gd®*.

Llevar a cabo este proyecto también permite ahondar mas en materiales radiosensibilizadores
gue puedan ayudar a potenciar los efectos de la radioterapia en pacientes diagnosticados con
algun tipo de cancer tan agresivos y con tan baja esperanza de vida como lo es el GBM, pues un
agente radiosensibilizador adecuado podria prolongar la vida de estos pacientes y evitar los
dafios colaterales y los efectos secundarios que causan las altas dosis de radioterapia.

Adicionalmente, al estudiar el posible efecto radiosensibilizador de los PC-Gd*" se pueden
identificar o descartar materiales y procesos utilizados para desarrollar agentes
radiosensibilizadores que puedan ser utilizados en conjunto con la radioterapia.



3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto radiosensibilizador de PC-Gd®** en células de la linea celular U87.

3.2. Especificos

Estandarizar el protocolo de sintesis y caracterizacion de PC- Gd**.
Identificar los cambios en la viabilidad celular y en la capacidad de proliferacion de la
linea celular U87, al irradiarla en presencia de PC-Gd**.

e Determinar el dafio en el material genético que genera la interaccion entre las
radiaciones ionizantes y los PC-Gd®*, en cultivos celulares de la linea U87.



4. MARCO TEORICO

El glioma, es un tipo de tumor que se desarrolla a partir de las células gliales. Las células gliales
son células del sistema nervioso que se encargan principalmente de brindar soporte al
funcionamiento de las neuronas dando soporte fisico y estructural, aislando unas de otras,
suministrando nutrientes y oxigeno, ayudando a limpiar el sistema nervioso de células muertas y
regulando la transmision de informacién entre las neuronas.

Los gliomas pueden ser benignos o malignos; los tumores benignos o de bajo grado se conocen
como astrocitomas, ependimomas u oligodendrogliomas, cuyo nombre varia segun la célula glial
exacta a partir de la que se generan, y se caracterizan por ser tumores bien diferenciados. Los
astrocitomas, se clasifican segun su nivel de anomalia, siendo | el grado mas bajo y IV el mas
alto [43].

La OMS define que, un astrocitoma de grado IV o de mayor grado [44] es un GBM, un tipo de
tumor maligno y de rapido crecimiento. Segun la asociacién de tumores de cerebro (Brain Tumor
Association), los GBM se encuentran generalmente en los hemisferios del cerebro, y con menor
frecuencia, en cualquier otra parte del encéfalo o en la médula espinal. Se reproducen
rapidamente y se encuentran conectados a un gran numero de vasos sanguineos [9]. Segun su
ubicacién y tamafio pueden generar los siguientes signos y sintomas en los pacientes: dolor de
cabeza, nauseas, vomitos, confusion, disminucién en la funcién cerebral, pérdida de memoria,
cambio de personalidad, irritabilidad, problemas de equilibrio, problemas en la visién o perdida
de la vision, dificultades en el habla y convulsiones.

Las células de GBM, a diferencia de otras células cancerosas, presentan una tendencia a mutar
y anular o disminuir los efectos de los genes supresores de tumores [45], convirtiendolos en uno
de los tipos de cancer mas agresivos. Este tipo de cancer es mas comudn en pacientes entre 45
y 65 afios y afecta mas a los hombres que a las mujeres. Aungue no es un tipo de cancer muy
comun, el pronéstico de supervivencia de los pacientes diagnosticados con GBM es de 12 a 24
meses aproximadamente después de ser tratados y en algunos casos atipicos, del 10% del total
de los casos, de 5 afios posterior al tratamiento. En nifios con tumores de grado alto, los
tratamientos tienden a tener mejores resultados que en los adultos; la supervivencia de 5 afios
para los nifios es de aproximadamente el 25% [44].

Como se menciond anteriormente, este tipo de cancer se trata comiunmente siguiendo el
protocolo de Stupp, en el que, la intervencion quirtrgica es el primer tratamiento que se realiza
para extirpar la mayor cantidad posible del tumor y reducir los sintomas provocados. Sin
embargo, la mayoria de tumores de este tipo no pueden ser extirpados en su totalidad debido a
su ubicacion y a su morfologia. Las células de los GBM se caracterizan por tener forma de
“tentaculos” al igual que las células del sistema nervioso, afectando el tejido circundante sano y
funcional del cerebro, dificultando una extirpacion completa [8].

En adultos, generalmente se administra radioterapia seguido a la cirugia y en nifios se administra
quimioterapia hasta los 3 6 4 cuatros afios cuando sus cerebros estan més desarrollados para
tolerar la radioterapia [9]. Debido a la ubicacion del GBM, la quimioterapia presenta una gran
dificultad para actuar en el cerebro debido a la barrera hematoencefélica, que es altamente
selectiva y evita que los farmacos utilizados en este tipo de tratamientos ingresen al cerebro,

limitando su funcion y efectividad [10]. Existen algunos medicamentos como la temozolomida que



tiene una penetracion razonable en la barrera hematoencefalica [6]. Sin embargo, este
tratamiento se administra en conjunto con radioterapia.

La radioterapia utiliza radiaciones ionizantes provenientes de fuentes como rayos X, rayos y 6
particulas de alta energia para dafar el material genético de las células, matandolas o evitando
gue se multipliquen. La radiacién ionizante se refiere a la energia emitida a través de rayos o
particulas cargadas capaces de ionizar atomos neutros, es decir, capaces de generar pares ion-
electron, afectando la estructura y estabilidad atdmica; a su vez, si este electrén que queda libre
y cargado, tiene la energia suficiente, puede causar el mismo efecto en otro &tomo, generando
una reaccion en cadena hasta que se pierde la energia necesaria para estas modificaciones.
Cuando estas radiaciones ionizantes interactian con las células se generan cambios
estructurales principalmente en el ADN celular que pueden provocar la muerte celular o la
inviabilidad celular [3], [4].

La energia utilizada en radioterapia puede provenir de una fuente externa como un equipo
acelerador de particulas o de una fuente interna al depositar particulas de alta energia dentro del
cuerpo. El tratamiento y la fuente de energia dependen del tipo del cancer del paciente y del
pronéstico de éste. La mayoria de tipos de cancer responden segun lo esperado a la radioterapia,
por ejemplo, las células de cancer de mama se ven altamente afectadas por las radiaciones
ionizantes, causando muerte celular o evitando que estas células se sigan multiplicando y que el
tumor crezca. La efectividad de esta forma terapéutica es tal que, en algunos casos, dependiendo
del tipo de tumor y de las caracteristicas, se evitan los tratamientos quirirgicos y se controla el
cancer solo con radioterapia [43]. Sin embargo, existen otro tipo de células cancerosas que han
desarrollado mecanismos de proteccion y reparacion para contrarrestar los dafios causados por
las radiaciones ionizantes. Estas células tienen la capacidad de repararse a si mismas para
seguir dividiéndose incontroladamente [4].

Las células de GBM presentan este comportamiento dificultado su tratamiento en pacientes. Por
esta razoén, en las Ultimas décadas diversos grupos de investigaciéon se han enfocado en
optimizar y especificar este tratamiento utilizando agentes radiosensibilizadores como farmacos,
que buscan sensibilizar las células cancerosas ante las radiaciones ionizantes [19]. Sin embargo,
en el campo clinico, algunos de estos radiosensibilizadores han mostrado ser altamente toxicos
para los tejidos sanos, por esta razén, su implementacion se encuentra limitada [46]. Una
solucion reciente para optimizar los efectos de la radioterapia es el uso de nanoparticulas (NPs),
particulas de tamafio nanométrico que segun su sintesis varian en composicion, caracteristicas
fisicoquimicas y por tanto en las aplicaciones en el que pueden ser potencialmente utilizadas. En
el campo del tratamiento del cancer han demostrado generar beneficios, aumentando el efecto
de las radiaciones ionizantes especificamente en el area del tumor y minimizando los efectos
secundarios [46],[47]. Algunos de los materiales mas utilizados para evaluar el efecto
radiosensibilizador son basados en: Oro, Plata, Platino, Gadolinio, Hierro y otras NPs basadas
en aleaciones de varios tipos de metales [48].

Las NPs de oro han demostrado un gran potencial como agente teranéstico, de diagnéstico y de
terapia, debido a su nimero Z y a su alta biocompatibilidad en medios biologicos. Yan Lui et al.,
realizaron diversos estudios con NPs de oro en los cuales demostraron un aumento significante
en la muerte celular de células de carcinoma de cuello uterino humano en conjunto con
radiaciones ionizantes [63]. En otro estudio realizado in vivo en ratones con cancer de mama
inducido, Hainfeld et al., evidenciaron una mejora de un afio en la supervivencia de los ratones



tratados con NPs de oro en comparacion con los ratones que solo recibieron radioterapia [64].
Otros estudios se han enfocado en evaluar la relacion entre el tamafio de las NPs de oro y sus
efectos a nivel biologico [65], [66]. A pesar de que las NPs de oro han sido altamente estudiadas
durante la ultima década y se ha demostrado su potencial efecto radiosensibilizador no se ha
logrado implementar el uso clinico de estas [67] segun Sohyoung Her et al. Esto se debe
principalmente a preocupaciones y dudas sobre la seguridad del paciente y sobre la eficacia in
Vivo en seres humanos. Yan Lui et al. en otro estudio posterior demostraron que la exposicion a
la radiacion de las NPs de oro es proporcional a la formacién de agregados [68].

Las NPs de plata, al igual que las de oro, han sido altamente estudiadas y se ha demostrado su
efecto radiosensibilizador en experimentos in vivo e in vitro en diferentes tipos de cancer. Huang
et al., demostraron mejoras en la muerte celular en células de cancer géstrico [69]; Lu et al.,
también demostraron este efecto en células de adenocarcinoma de mama [70]. En otro
experimento in vitro realizado en ratones con glioma inducido se observé que el tiempo de
supervivencia de los ratones tratados con las NPs fue mayor comparado al de la muestra de
ratones sin NPs después de ser tratados con radioterapia [71]. Sin embargo, aunque las NPs de
plata demostraron buenos resultados y un efecto radiosensibilizador, la plata es un elemento
menos inerte y biocompatible que el oro por lo cual las preocupaciones sobre la seguridad de los
pacientes y su eficiencia son mayores con este tipo de NPs. [19]

Otros materiales como el platino y el hierro también han sido utilizados para evaluar su posible
efecto radiosensibilizador, aunque, no han sido tan estudiados como las NPs de oro y de plata.
Las NPs de platino en varios estudios realizados por Porcel et al.,, demostraron un efecto
radiosensibilizador al potenciar la ruptura del ADN al utilizar NPs de platino y diferentes tipos de
radiaciones ionizantes [72], [73], [74], [75]. Sin embargo, otros estudios realizados por Jawaid et
al., concluyeron gue el uso de estas NPs disminuye la produccién de especies reactivas de
oxigeno por lo que disminuye la muerte celular [76], [77]. Por otra parte, el hierro tiene un Z = 26
relativamente bajo al compararlo con el Z del oro, plata o platino, por esta razén, en la mayoria
de experimentos en los cuales se ha evaluado su posible efecto radiosensibilizador, las NPs se
han disefiado en combinaciébn con otros metales o se han realizado experimentos bajo
condiciones especificas [78], [79], [80], [81], [82]. Las NPs de hierro han demostrado
principalmente un gran potencial en aplicaciones teranésticas como: terapia fototérmica, terapia
fotodinamica, hipertermia magnética y como agentes de contraste [83] [84] [85] y aunque han
demostrado un gran potencial en aplicaciones médicas, en mltiples estudios se han encontrado
efectos toxicos en las células generados por las NPs de hierro [86].

Una caracteristica relevante de los componentes de estas NPs es su nimero atémico (Z), un
indicador de la cantidad aproximada de electrones de un 4&tomo en su estado estable. Las
radiaciones ionizantes interacttan principalmente con los electrones de los atomos, pues éstas
emiten niveles de energia capaces de arrancar y desplazar electrones de su orbita atomica
[3],[4]. Por lo tanto, entre mayor nimero de electrones haya en el medio irradiado, mayor sera
la interaccion de las radiaciones ionizantes con éste; ademas, esta liberacion de electrones
consecutiva libera energia que puede ser emitida en todas las direcciones y generar radiacion
difusa o ser absorbida por otras estructuras del medio dependiendo de su carga energética, por
lo que tedricamente implica un mayor efecto desestabilizante en la estructura atomica del medio

irradiado [3],[12],[13].



Entre los materiales estudiados en la literatura, también se encuentra el Gd, el cual se destaca
al ser usado hace unas décadas y actualmente como agente de contraste para imagenes de
resonancia magnetica (MRI) [22]. EI Gd es un lantanido con Z = 64, y con un alto potencial
terandstico, es decir puede ser utilizado para diagnosticar y para tratamientos terapéuticos
gracias a su uso como agente de contraste y a su gran potencial como agente radiosensibilizador

[20], [21].

En la literatura, las NPs basadas en Gd se han reportado como causantes de mejoras en los
efectos de citotoxicidad causados por la radiacién y disminucion en el crecimiento de los tumores
[23]. Mowat et al., estudiaron los efectos de GANPs y encontraron aumento en la muerte celular
tanto en radiaciones con rayos X como en radiaciones con rayos y [38]; en otro estudio realizado
por Duc et al., encontraron que las GANPs mejoraron la supervivencia de ratas con tumores de
cerebro al ser tratadas con radiaciones ionizantes [29]. En un estudio realizado en la linea celular
CT26 de células de adenocarcinoma de colén se demostré una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), indicando un efecto radiosensibilizador de las nanoparticulas de
GdNPs[49]. Este efecto radiosensibilizador también ha sido observado por diferentes grupos de
investigacion por medio de experimentos in vitro en diferentes lineas celulares [39], [50], [51],

[52], [53].

El Gd es un elemento que solo se encuentra en la naturaleza de forma combinada. En su forma
i6nica, los iones de Gadolinio (Gd®*), al estar libres en el organismo, pueden causar efectos
toxicos y generar dafios en los rifiones de los pacientes que sufran disfuncién renal causando
fibrosis sistémica nefrogénica [24]. Sin embargo, en un estudio preclinico realizado por Sancey
et al.,, en ratones se demostr6 que las GANPs no causaron toxicidad y fueron eliminados
répidamente del cuerpo por medio de los rifiones [87]. Asimismo, en otro estudio preclinico
realizado en primates no-humanos por Kotb et al., también se demostré que estas NPs fueron
eliminadas a través de los rifiones en aproximadamente una semana después del dia inicial de
tratamiento y dos semanas después del dia inicial se evaluaron todos los 6rganos vitales y no se
encontraron rastros de las NPs [88].

Los PC son nanomateriales compuestos por carbono que han generado gran interés debido a
sus dimensiones, sus propiedades Opticas, su estabilidad coloidal y su biocompatibilidad [26],
[27], [28]. Sus dimensiones son menores a 10 nm, son fotoestables y presentan propiedades de
fotoluminiscencia [29], [30]. Los PC tienen aplicaciones biomédicas bastante amplias, pueden
ser usados en imagenes biologicas [31], etiquetado bioldgico [32], biosensores [42], entrega de
medicamentos [34], transfeccion genética [35] y terapias fotodinamicas [36], entre otros.
Ademas, debido a sus dimensiones y al estar compuestos principalmente por carbono, la
probabilidad de que los PC pueden camuflarse en medios biol6gicos de una manera mas facil
gue otros tipos de nanoparticulas es mayor. También es importante mencionar que pueden ser
sintetizados a partir de materiales que estén compuestos de carbono. Al combinar estos
nanomateriales con un agente de contraste con propiedades radiosensibilizadoras se obtiene un
potencial agente terandstico, que podria ser utilizado en diferentes aplicaciones biomédicas.

Los PC dopados con Gd** (PC-Gd®**) han sido estudiados en las Ultimas décadas por grupos de
investigacion para analizar los efectos de luminiscencia en imagenes de resonancia magnética
[41], efectos para entrega de medicamentos, marcaciones, entre otros, aprovechando al maximo
las propiedades épticas que los PC ofrecen y el conocimiento que se tiene sobre el Gd** en el
cuerpo humano. En un estudio realizado por Xi He et al., se investigd el uso de PC-Gd* como
agente terandstico combinando habilidades de entrega de genes y en el uso de toma de
imagenes multimodales. Los PC-Gd** demostraron una buena biocompatibilidad y sus



propiedades 6pticas de fluorescencia duraron por varios dias en diferentes condiciones de pH,
ademas se demostré que los PC-Gd** generaron imagenes de MRI mas claras que algunos
agentes de contraste utilizados [89]. En otro estudio realizado in vivo e in vitro se concluy6 que
los PC-Gd?®" tienen un gran potencial para ser utilizados como agentes de contraste para MRI del
corazén y también para realizar terapia guiada con imagenes, adicionalmente, los PC-Gd®**
fueron facilmente eliminados del cuerpo de los ratones por medio de los rifiones sin causar
efectos téxicos [90]. De igual manera, en un estudio realizado por Chen et al., se demostré que
al encapsular Gd®** en puntos de carbono (PC), la liberacién de Gd** es minima incluso en
condiciones bioldgicas muy agresivas como cambios en el pH, en la temperatura, entre otros
[25], convirtiéndose en una opcidn mas adecuada para trabajar en ambientes bioldgicos y evitar

riesgos como la liberacion de Gd** en el organismo.

Los PC-Gd** también han sido estudiados como posibles agentes radiosensibilizadores, Fengyi
et al., demostraron que estos PC son excelentes agentes de contraste para realizar radioterapia
guiada por MRI y presentan un efecto radiosensibilizador pues se observé un control favorable
del tumor en muestras in vivo para las condiciones tratadas con PC [91]. Xiaofen Ma et al.,
también demostraron el efecto radiosensibilizador de PC dopados con Gd®* in vivo en ratones
con cancer de pulmén inducido, pues la inhibicién del crecimiento del tumor fue mucho mayor en
los ratones tratados con PC que en los ratones que solo recibieron radioterapia, ademas, al
realizar imagenes de MRI se observé que la captacion de PC del tumor es muy alta lo cual
favorece el efecto radiosensibilizador de los PC-Gd** [92].

Para los pacientes diagnosticados con GBM, la implementacion de un agente radiosensibilizador
podria aumentar su esperanza de vida y asi mismo mejorar su calidad de vida. Los PC-Gd3®*
representan un posible agente radiosensibilizador que podria potenciar los efectos de la
radioterapia en células radioresistentes como el GBM, por lo tanto, en este proyecto se
sintetizaron PC-Gd®*" y se realizaron experimentos con el fin de evaluar el efecto
radiosensibilizador de estos.



5. METODOLOGIA

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se llevaron a cabo cuatro fases principales:
(i) sintesis y caracterizacion de PC-Gd*; (ii) exposicion de las células a PC-Gd®*; (iii) irradiacion
y (iv) pruebas experimentales; en donde se incluyeron, analisis de viabilidad celular, capacidad
de proliferacion celular y dafio en el material genético.

Sintesis y Incorporacion

ST o Pruebas
caracterizacion de PC-Gd3*en Irradiacién

de PC-Gd3* cultivos celulares

experimentales

Figura 1. Diagrama de flujo metodologia

5.1 Sintesis y caracterizacion de PC-Gd3*

Los PC-Gd3* fueron sintetizados a través del método de sintesis de solvotérmica. Dicho método
se basa en formar nanoestructuras al exponer solventes a presiones y temperaturas por encima
de su punto critico, haciendo que la solubilidad de los precursores utilizados aumente. Para esta
sintesis se utiliza el 4cido gadopentético, Gd-DPTA, (Sigma Aldrich, 97%) como agente precursor
del gadolinio, glicina (Fisher Scientific, 99%) como agente precursor del carbono, y etanol y agua
destilada como solventes. Se utilizaron 0.5 g de glicina y 0.5 g de acido gadopentético
dispersados en 10 mL de etanol y 10 mL de agua destilada seguido de un proceso de sonicacion
por 10 minutos para homogenizar la solucion. Esta solucion se transfirié a un recipiente de teflon
de 100 ml con un agitador magnético sellado en una autoclave de acero inoxidable.

Para aumentar la temperatura de la solucién, se utiliz6 una plancha de calentamiento a 200°C
con agitacion magnética constante con diferentes intervalos de tiempo: 6, 8, 10 y 12 horas con
el fin de hallar el tiempo 6ptimo para la reaccion. La reaccién se dejé enfriar a temperatura
ambiente, se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos para separar las particulas de mayor
tamafo no estables y se recolecto el sobrenadante. Posteriores pasos de purificacion incluyeron
filtracion (filtro Millex-GP Filter, 0.22 ym) y didlisis por 24 horas. El producto final se secé en un
horno al vacio aproximadamente por 12 horas y se diluyo en agua destilada estéril.

Las variaciones en el tiempo de reaccién se realizaron sin el agente precursor del gadolinio por
lo cual la cantidad de soluto en las reacciones iniciales correspondié a 1 g de Glicina como
precursor del carbono. Después de hallar el tiempo éptimo de reaccién se incorporo el acido
gadopentético de la siguiente manera:



Tabla l.
Variaciones cantidad de soluto en la reaccion de los puntos de carbono dopados con gadolinio

Reaccion Glicina (g) Acido gadopentético (g)
0% 1 0
10 % 0.9 0.1
20 % 0.8 0.2
30 % 0.7 0.3
40 % 0.6 0.4
50 % 0.5 0.5

La cantidad de &cido gadopentético y de glicina fue variada para hallar las concentraciones
adecuadas de cada uno de los precursores para los PC- Gd3. Estos valores se determinaron
después de caracterizar los PC-Gd® y evaluar la concentracion que presentdé mejores
propiedades 6pticas. Adicionalmente, se realizaron experimentos de viabilidad celular con cada
una de las condiciones con el fin de evaluar si la variacién de esta afectaba la integridad de las
células.

Para la caracterizacion de los PC se realizan estudios de espectroscopia UV — Vis para
determinar las propiedades 6pticas de absorbancia y fluorescencia. Para lo cual se utilizé el
espectrofotébmetro UV — Vis FLAMES-S-XR1-ES con ayuda del software Ocean View. Los PC-
Gd** disueltos en agua destilada se llevaron a una concentracién de 0,05 mg/mL y se colocaron
en una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico para tomar mediciones en rangos de 200 a 800
nm. Los datos fueron procesados a través del software Prism®. Para obtener los espectros de
fluorescencia se utiliz6 el equipo Lector Multimodal Cytation 3 (Bio Tek) y el espectrofotdmetro
FLAMES-S-XR1-ES con la ayuda del software Ocean View.

La carga superficial se obtuvo a través de mediciones de potencial zeta por medio del equipo
Litesizer 500 (Anton Paar) con cmPALS patentado. Las muestras se llevaron a una concentracion
de 0,1 mg/mL y fueron introducidas en una celda Univette a una temperatura de 25°C con un
indice de refraccion de 1,33.

5.2 Exposicién de las lineas celulares U887 y MCF-7 a los PC-Gd®*

Para cultivar las células de glioblastoma (U87) y de cancer de mama (MCF-7), se utiliza medio
de cultivo rico en glucosa (DMEM) de Sigma-Aldrich con suero fetal bovino 10% y antibiético 1%
en una incubadora con 5% CO, y a 37°C proporcionando las condiciones 6ptimas para las
necesidades celulares. Las lineas celulares se sembraron en cajas Petri, aproximadamente
500.000 células por caja, y se esper6 entre 48 y 72 horas hasta que las células alcanzasen el
80% de confluencia para incorporar los PC-Gd®*". Los PC-Gd*" se adicionaron a los cultivos
celulares en concentraciones que variaron entre 0 y 500 pg/mL para los experimentos de
viabilidad celular y a una concentracion de 500 pg/mL para los experimentos realizados para
determinar la capacidad de proliferacion celular y el dafio en el material genético. Para todos los
experimentos realizados el tiempo de incubacion de los PC-Gd** con las lineas celulares fue de
24 horas previo a los experimentos.



5.4 Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utiliz6 el ensayo de MTT [54], el cual se basa en la
reduccion metabolica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada
por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan). Este compuesto de color azul permite determinar la funcionabilidad mitocondrial de
las células tratadas pues la cantidad de formazan producido es directamente proporcional al
namero de células viables. La cantidad de formazan se puede calcular al realizar una lectura de
densidad oOptica en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm; para esta medicion
se utilizé el equipo Lector Multimodal Cytation 3 (Bio Tek).

Para el desarrollo de este ensayo se utilizaron cajas de 96 pozos en las que se sembraron 10.000
células en 200 pL de medio completo (DMEM) y se dejaron incubando a 5% CO; y a 37°C por
24 horas. Pasado este tiempo los PC-Gd** fueron afadidos de la siguiente manera: De las
reacciones 0%, 30%, 40% y 50% de PC-Gd* mencionadas en la Tabla | se evaluaron
concentraciones de 50 pg/mL, 250 pug/mL y 500 pg/mL y se utilizé un control negativo al cual no
se le agregaron PC.

Después de 24 horas de incubacion de cada condicién, se colocaron 20 uL del reactivo del kit
(MTT). Los pozos se dejaron incubar por 3 horas y seguido a esto se agrego el solvente DMSO.
La caja de 96 pozos fue cubierta y se puso a agitar durante 15 minutos. Finalmente, la
absorbancia se midi6 mediante espectrometria UV — Vis para determinar la cantidad de formazan
producido para cada condicion. Para evaluar la viabilidad celular se utilizaron en el experimento
tres muestras por condicidn y se realizaron tres replicas.

5.3 Irradiacién

La irradiacion de las lineas celulares se dividié en dos condiciones principalmente: sin PC-Gd3*
y con PC-Gd*" para ambas lineas celulares. Las muestras con PC-Gd** fueron incubadas con
una concentracion de PC de 500 pg/mL. Después de dejar incubando las lineas celulares U87 y
MCEF-7 con y sin PC en cajas de Petri por 24 horas, las muestras fueron transportadas a 4°C en
neveras portatiles al Centro de Control de Cancer en Bogota en tubos Falcon cada uno con
50.000 células por tubo. Las células fueron irradiadas con fotones de energia de 6MV en dosis
convencionales de 0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 Gy, y en dosis de radioterapia ablativa de 14, 16 y 20 Gy.
Para el proceso de irradiacion se utilizé un acelerador lineal de uso clinico (Linear Accelerator
TrueBeam dual, VARIAN Medical Systems). Las muestras fueron irradiadas en los tubos Falcon
en un simulador fisico hecho en parafina, disefiado por el equipo de radioterapia del centro
hospitalario, el cual por su densidad electronica parecida a la del agua garantiza el equilibrio
electrénico y la homogeneidad de dosis en la muestra [59].

5.5 Capacidad de proliferacion celular

Para determinar la capacidad de proliferacion celular posterior a la radiacién se realiz6 el ensayo
de clonogenicidad. Para este ensayo se sembraron las células tratadas a razon de 200 células
por cada Gy de irradiacion en cajas de seis pozos, por triplicado, y se dejaron por 14 dias en
incubacién en un medio de 5% de CO, a 37°C, en atmdsfera himeda para permitir la formacion
de colonias. Transcurrido este periodo, las células fueron fijadas con paraformaldehido y tefiidas
con cristal violeta por 30 min. Después fueron lavadas con agua destilada para eliminar los



excesos de tincion y poder contar las colonias formadas durante ese periodo para cada
condicion, considerando solamente colonias de mas de 50 células.

El sembrado de las células posterior a la radiacion se realizo de la siguiente manera:

Tabla 2.
Cantidad de células sembradas por dosis de radiacion.
Dosis de radiacion (Gy) Cantidad células
sembradas

0 (Control) 200

200

2 400

4 800

6 1200

8 1600

10 2000

14 2800

16 3200
20 4000

El nimero de colonias y la cantidad de células sembradas permiten calcular la fraccién de
supervivencia (FS) de las células cancerosas teniendo como referencia la muestra control de 0
Gy. La FS se define como la relacion entre la eficiencia de sembrado (ES) de una dosis
determinada en relacién con la muestra control (ecuacién 1), y la ES es el porcentaje del nimero
de colonias en relacion con el nimero de células sembradas (ecuacion 2) [55].

_ (ES)muestraX
FS = (ES)control @)
ES = Colonias +100 @)

" Células sembradas

Para este experimento se evaluaron tres muestras por condicién y el experimento se replico tres
veces.

5.6 Daiio en el material genético celular

Para determinar el dafio en el material genético se desarrollo el ensayo de cometa [56]. El
principio de esta técnica se basa en que, al someter las células a un campo eléctrico, las hebras
del ADN de una célula que han sufrido rupturas migraran mas rapido hacia el polo positivo que
las hebras intactas, formando una imagen semejante a un cometa.

Para este ensayo, se utilizaron las muestras irradiadas con 0, 2, 6, 10, 16 y 20 Gy con y sin PC-
Gd** de las lineas celulares U87 y MCF-7 utilizadas en el ensayo de clonogenecidad mencionado
anteriormente. Para este ensayo se recogid 1 mL de las muestras previamente expuestas a
radiacion en tubos eppendorf, se centrifugaron para remover el sobrenadante y se adiciono PBS



1X a 4°C, este proceso de centrifugado y lavado con PBX se repitid tres veces con el fin de
remover los residuos de medio para no afectar los reactivos del ensayo de cometa. En medio de
cada lavado, las células fueron centrifugadas para asegurar que solo se retirara el sobrenadante.
Estas células se mezclaron con agarosa en una proporcion 1:10, (10 uL de células: 100 L de
agarosa) y se ubicaron en ldminas de microscopio pre-tratadas para facilitar la adhesion de la
agarosa. Posteriormente, las células fueron incubadas en buffer de lisis 1X durante 1 horay luego
por 30 minutos en una solucion alcalina. Seguido a esto, las células fueron expuestas a
electroforesis a 1 V/cm durante 30 minutos para que las hebras del ADN que han sufrido rupturas
migren hacia el polo positivo siguiendo el principio de esta técnica. Finalmente, las laminas se
lavaron 2 veces con agua destilada fria y 1 una vez con etanol frio al 70% dejandolas secar
completamente minimo durante 1 dia. Para poder observar las imagenes de los cometas estos
fueron tefidos con un intercalante fluorescente Vista Green, se dejaron secando a 4°C durante
1 a 3 horas y se observaron en el equipo Lector Multimodal Cytation 3 (Bio Tek).

Para poder determinar el dafio genético causado por las radiaciones ionizantes y los PC-Gd** se
calcul6 el porcentaje de ADN en la cola (%ADN), valor directamente proporcional al dafio
causado en el material genético. El célculo del %ADN en la cola se realizé por medio del
programa OpenComet®, un software de acceso libre disefiado por Gyori BM et al., [58] que
determina los parametros de los cometas al proporcionarle las imagenes de estos.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Sintesis y caracterizacion de PC

Para la caracterizacion de los PC sintetizados a partir de glicina se realizaron estudios de
espectroscopia UV — Vis para determinar las propiedades 6Opticas de absorbancia y fluorescencia.
Los espectros de absorcién se midieron en un espectrofotémetro UV — Vis FLAMES-S-XR1-ES
con ayuda del software Ocean View®. En la figura 2, se presenta los espectros de absorcion
obtenidos en funcién de los tiempos de reaccion experimentados para la produccion de PC, en
donde la reaccion de 10 horas presenta mayor area bajo la curva, indicando el favorecimiento de

transiciones electronicas de absorcion por parte de los PC. Por este motivo, se selecciona el
tiempo de reaccién de 10 horas para las sintesis posteriores.
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Figura 2. Espectro de absorcidn puntos de carbono sintetizados a partir de glicina en funcion del tiempo de
reaccion.
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Figura 3. Espectros de emisién PC en funcién de longitudes de excitacién de 300 a 700 nm. A) Reaccion de 6
horas; B) Reaccion de 8 horas; C) Reaccion de 10 horas y D) Reaccién de 12 horas.

Los espectros de fluorescencia se midieron en el equipo Lector Multimodal Cytation 3 (Bio Tek)
en funcion de la longitud de onda de excitacion en un rango de 300 a 700 nm. En la figura 3, se
pueden observar los diferentes espectros de emisién de las reacciones en funcién del tiempo de
reaccion de 6 a 12 horas. Para las reacciones de 6, 8, 10 y 12 horas se puede observar que al
excitar los PC con una longitud de excitacion de 350 nm, todas las muestras presentan una banda
de emision con un maximo entre 420 y 450 nm concordando con la luminiscencia observada al
exponer los PC bajo irradiacion de luz UV (Figura 4) generando una luz azul visible al ojo humano
y corroborando la informacién hallada en la literatura sobre las propiedades Gpticas de los PC
[29], [30].
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Figura 4. Solucién resultante de la sintesis de PC-Gd®* bajo radiacién con luz UV para las reacciones 0% (Sin Gd),
30%, 40% y 50% (ver Tabla I).

Después de determinar el tiempo éptimo de la reaccién, 10 horas, se realizé un estudio de
optimizacion de la cantidad de acido gadopentético a utilizar en el procedimiento de sintesis. Las
cantidades experimentadas utilizadas se muestran en la seccion 5.1 en la Tabla I. En la figura 5,
se pueden observar los espectros de absorcién de las reacciones de 0 a 50%, en donde se
encuentran para las reacciones con acido gadopentético de 10% a 50% bandas con valores
maximos entre los 200 y 300 nandémetros y otras bandas de menor absorbancia entre los 300 y
400 nm. Las bandas presentes en el espectro de absorcién permiten identificar las transiciones
de los electrones de la superficie y del interior de los puntos de carbono, a los que se les atribuyen
transiciones relacionados al enlace C=C y el enlace -C=0 [57], la presencia de estos enlaces
confirma la propiedad Optica de fluorescencia de los PC, puede ser igualmente corroborada al
observar la figura 4, en la que se muestra que al excitar los PC con longitudes de onda de baja
energia se produce luz visible para el ojo humano.
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Figura 5. Espectro de absorcién de los PC sintetizados en funcion de la concentracion inicial de acido
gadopentético introducido en la reaccién de 10 horas.

Al comparar la banda de la reaccion 0% (sin acido gadopentético) con las deméas bandas, se
puede observar una reduccion en la amplitud de éstas, indicando un cambio estructural causado
por el acido gadopentético; esto se espera, debido a que se esta agregando un componente
nuevo a la reaccion inicial, el cual hace que los enlaces que se forman durante la reaccién sean
diferentes y lo cual demuestra que el Gd se introduce en la red de atomos como un donante. Por
eso hay un cambio en el entorno quimico y por tanto en la distribucion de enlaces y sus niveles
de energia. Al observar las demas bandas se evidencia que el comportamiento del espectro de
absorcion se mantiene demostrando que en los PC-Gd®** hay una gran cantidad de enlaces C=C



y de enlaces C=0 segun la revision realizada por Mengli Liu [57]. El espectro de absorcion para
las reacciones con acido gadopentético se mantiene entre los 200 y 400 nm por esto el color
observado en la figura 4 al exponer los PC-Gd*" a luz UV.

La carga superficial de los PC-Gd*" se determina con mediciones de potencial zeta y se obtiene
un promedio de 3,38 + 0,85. El potencial z indica el grado de repulsién entre particulas
adyacentes, cargadas en una dispersion [60] y su valor puede estar relacionado con la estabilidad
de las dispersiones [61]. Los PC-Gd** demuestran un comportamiento estable, se dispersan
adecuadamente en agua y en el medio celular, esto garantiza una larga circulacion en medios
biolégicos y al ser almacenados a 4°C no hay formacién de agregados debido a su estabilidad.

6.2. Viabilidad celular

Para el ensayo de MTT se seleccionaron las reacciones con mayor cantidad de &cido
gadopentético (30, 40 y 50%) mas un control de PC sin 4cido gadopentético (0%) y un control de
viabilidad celular de una muestra sin PC. Para las muestras con PC se evaluo la viabilidad celular
con las siguientes concentraciones en las lineas celulares U87 y MCF-7: 0, 50, 250 y 500 pg/mL.
Para todas las condiciones evaluadas, se realizaron tres réplicas de cada condicion durante el
experimento, y se realizaron tres experimentos en total. El valor obtenido de la muestra control
para cada linea celular sin acido gadopentético y sin PC para cada experimento se tomo como
viabilidad celular al 100% pues estos controles son cultivos celulares viables y sin ningun agente
externo que afectara su viabilidad. Para poder comparar las demas condiciones con la muestra
control, todos los valores se dividieron sobre el valor de la muestra control con el fin de normalizar
todos los resultados obtenidos para cada experimento y cada condicion y comparar en
porcentajes los cambios en la viabilidad celular de las demas condiciones teniendo como
referencia la muestra control.

La viabilidad celular no se vio afectada por el aumento de la concentracion de los PC-Gd** ni por
las variaciones de acido gadopentético en las diferentes reacciones (reacciones 0%, 30%, 40%
y 50%), como se puede observar en la figura 6. Al realizar los andlisis estadisticos con la prueba
t-student para muestras normales pareadas no se encontrd diferencia significativa en la viabilidad
celular de ninguna de las muestras con PC-Gd** en diferentes concentraciones al compararlas
con la muestra control. Cada condicién se comparé individualmente con la muestra control.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que la interaccion entre las células y los PC-Gd®*
no genera toxicidad, pues la viabilidad es mayor o igual al 80% para todas las condiciones. Los
resultados obtenidos corroboran la literatura y los estudios en los cuales se han desarrollado PC-
Gd*" y se ha demostrado su biocompatibilidad [26], [27], [28]. Especificamente en el estudio
desarrollado por Du Fengyi et al., [41] del cual se basa el proceso de sintesis de los PC-Gd®*
generados en este proyecto.

Al comparar el comportamiento entre las reacciones de 30%, 40% y 50% no se evidencia
disminucion en la viabilidad celular a mayor cantidad de acido gadopentético. Por esta razon, se
utiliza la concentracion de 500 pug/mL de los PC con mayor cantidad de acido gadopentético, de
50%, para realizar los experimentos posteriores con radiaciones ionizantes.
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Figura 6. Ensayo de viabilidad celular MTT de los PC-Gd®* a diferentes concentraciones en las lineas celulares
U87 y MCF-7 (valores mayores a 80% representan células viables) con su respectiva desviacion estandar para cada
condicion. En este experimento se analizaron tres muestras por condicion, y el experimento se realizé tres veces.

6.3. Capacidad de proliferacién celular

La capacidad de proliferacion celular se evalu6 por medio del ensayo de clonogenicidad con el
cual se puede determinar si las células después de ser irradiadas en muestras con y sin PC-Gd®*
pueden seguir dividiéndose y multiplicandose. En este experimento se utilizaron muestras con y
sin PC- Gd® con el fin de analizar los efectos radiosensibilizadores de los PC Gd*'.

En lafigura 7, se puede observar la grafica logaritmica de la curva de supervivencia de las células
U87 y MCF-7 con y sin PC-Gd®** después de ser irradiadas con diferentes dosis. Para ambas
lineas celulares se utiliza como control la muestra 0 Gy, la cual no es sometida a radiacién y con
la cual se determina una fraccién de supervivencia (FS) de 100% (10°) pues al ser una muestra
gue no fue expuesta a radiaciones ionizantes representa un comportamiento normal de
proliferacion de células cancerosa. Este control se hizo para ambas condiciones 0 Gy con y sin
PC-Gd*'.
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Figura 7. Curva fraccion de supervivencia (FS) en las lineas celulares U87 y MCF-7 al ser sometidas a radioterapia
en conjunto con PC-Gd3*con su respectiva desviacion estandar para cada condicion evaluada. 10° representa el
100% de FS. Para este experimento se realizaron tres replicas por condicion y el experimento se realiz6 por
triplicado. La caja punteada roja corresponde a la muestra en la cual se encontré una diferencia significativa entre las
condiciones con y sin PC con la prueba estadistica t-student para muestras normales pareadas.



Igualmente, en la figura 8 se pueden observar las gréficas logaritmicas de la FS de las lineas
U87 y MCF-7 para evidenciar de una manera mas sencilla los cambios de la FS en relacion a las
dosis de radiacion y a la presencia de PC-Gd?*", ademas, se excluyen los valores de FS menores
a 102 del eje y pues estos valores corresponden a FS menores al 1% respecto a la muestra
control con FS 10° (FS 100%). En ambas graficas se puede ver como a medida que la dosis de
radiacion aumenta la FS de ambas lineas celulares se ve mas afectada, de igual manera, se
puede observar como para cada condicion de dosis de radiacion las muestras con PC presentan
una FS mas afectada que las muestras sin PC.
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Figura 8. Fraccién de supervivencia (FS) en las lineas celulares U87 y MCF-7 al ser sometidas a radioterapia en
conjunto con PC-Gd®* con su respectiva desviacion estandar para cada condicion evaluada. 10° representa el 100%
de FS. Para este experimento se realizaron tres replicas por condicién y el experimento se realizo por triplicado. La
caja punteada roja corresponde a la muestra en la cual se encontrd una diferencia significativa entre las condiciones

cony sin PC con la prueba estadistica t-student para muestras normales pareadas.
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Para las muestras irradiadas con 1 y 2 Gy no se observa una disminucién notoria entre las
muestras con PC y las muestras sin PC. Al comparar las tendencias con los resultados
estadisticos de la prueba t-student para muestras normales pareadas no se encontré una
diferencia significativa entre ambas muestras.

En la linea celular U87 las muestras irradiadas con dosis de 4, 6 y 8 Gy muestran una menor FS
en presencia de PC-Gd?* indicando un posible efecto radiosensibilizador de los PC con dosis
terapéuticas mayores a 2 Gy. El mismo comportamiento se observa en las muestras de 10y 12
Gy para la linea celular MCF-7. Sin embargo, al analizar los resultados estadisticos con la prueba
t-student para muestras normales pareadas, solo se encontré diferencia significativa en la
muestra de 6 Gy de la linea U87 entre las muestras con y sin PC (ver recuadro rojo en las figuras
7 y 8). Para las demas condiciones mencionadas anteriormente, aunque no se encontré una
diferencia significativa estadisticamente, si se puede observar una tendencia bioldgica plausible,
lo cual podria mostrar cierto efecto de radiosensibilizacion de los PC-Gd®* que podria ser
estudiado variando algunos parametros en la sintesis o0 aumentando la concentracion de PC en
la muestra levemente sin saturar el medio celular.

Para las dosis mas altas de radiacion de 16 y 20 Gy la FS es 0 para ambas lineas celulares, este
comportamiento es esperado independientemente de la presencia de PC-Gd**, pues estas dosis
afectan a gran escala el material genético de las células. Estas dosis son utilizadas con el fin de
destruir tumores y debido a su finalidad solo pueden ser usadas en condiciones muy especificas



pues si el tumor se encuentra muy cerca de 6rganos y tejidos sanos estos también se veran
afectados. Por ejemplo, la radioterapia ablativa se puede utilizar para tratar cancer de pancreas
o de higado si estos no se encuentran muy cerca del estbmago [93]. Para el caso del GBM debido
a los efectos colaterales que generan estas dosis tan altas en los tejidos sanos del cerebro no
es viable utilizarlas en terapia [94], [95]. Sin embargo, se utilizan en este proyecto con el fin de
comparar el comportamiento de las células de GBM a altas dosis de radiacién y a dosis menores
con los PC-Gd*'.

Al comparar el comportamiento entre ambas lineas celulares con y sin PC-Gd*', se puede
observar un comportamiento similar entre algunas condiciones especificas como 1 Gy y 6 Gy, y
en la mayoria de las condiciones 1, 2, 6, 10 y 12 Gy para la linea celular MCF-7 y 4, 6 y 8 Gy
para la linea celular U87 que las condiciones con PC-Gd** la FS es menor en comparacion a la
condicién con la misma dosis de radiacion sin PC-Gd?**. Al analizar los datos estadisticos con la
prueba t-student para muestras normales no pareadas entre ambas lineas celulares no se
encontré una diferencia significativa entre el comportamiento de la linea celular U87 y la linea
celular MCF-7 para las condiciones de 1 a 8 Gy, sin embargo, para poder realizar un analisis
estadistico mas exacto es necesario contar con todas las condiciones a comparar, por lo cual,
con el andlisis estadisticos realizado no es posible establecer adecuadamente si existe una
diferencia significativa o no entre ambas lineas celulares. Al observar la figura 7 se puede notar
una tendencia en la linea celular U87 a tener valores de FS menores para las mismas dosis de
irradiacion en comparaciéon con la linea MCF-7. También, se puede observar que para las
muestras irradiadas con dosis de 1 Gy hasta los 8 Gy la FS se vio mas afectada en la linea celular
U87 con PC-Gd®** que para las demas condiciones. Todos los resultados y andlisis estadisticos
se encuentran en la seccién anexo al final del documento en el link compartido.

Aunque estadisticamente no se haya encontrado una diferencia significativa entre todas las
condiciones evaluadas este resultado no cierra la posibilidad de que estos PC-Gd** puedan tener
un efecto radiosensibilizador, pues hay muchos factores que pueden influir en el comportamiento
de las células al estar expuestas PC-Gd*" y al ser irradiadas, en especial, la linea celular U87
debido a su comportamiento caracteristico de radioresistencia. Ademas, en el estudio in vivo e
in vitro realizado por Du et al., con PC-Gd*" al evaluar los resultados estadisticamente no se
encuentran diferencias significativas entre las condiciones que ellos aplican, pero biolégicamente
se observé como las muestras con PC presentaban una menor FS, inhibiendo el crecimiento de
colonias. En los resultados in vivo si se demostr6 una diferencia significativa entre la
supervivencia de los ratones tratados con PC y los ratones tratados solamente con radioterapia,
siendo mayor la supervivencia en los ratones con PC. Finalmente, Du et al., concluyen que los
PC-Gd*" si tienen efecto radiosensibilizador [41].

6.4. Dafio en el material genético celular

Para evaluar el dafio en el material genético, se realiz6 el ensayo de cometa, el cual se basa en
que, al someter las células a un campo eléctrico, las hebras de ADN que han sufrido rupturas
migrardn mas rapido hacia el polo positivo que las hebras que estan intactas. Formando una
imagen semejante a un cometa, en donde el destello y largo de la cola del cometa es proporcional
a la cantidad de ADN dafiado. Este experimento se realizé tres veces para cada linea celular con
tres réplicas para cada condicion.

En la figura 9, se puede observar para las células irradiadas con 16 y 20 Gy para la linea celular
U87 una imagen similar a un cometa para ambas condiciones con y sin PC. Evidenciando dafio
en el ADN celular después de ser expuestas a radioterapia. Entre mayor sea la cola y mas



luminiscente, mayor es el dafio causado. Es importante aclarar que los cometas presentados en
la figura 9 fueron seleccionados intencionalmente para mostrar el comportamiento ideal esperado
de cada una de las condiciones, pues no todos los cometas de células irradiadas a una misma
dosis son iguales. Debido a esto, para poder analizar el dafio en el material genético de una
muestra se debe hacer un andlisis cuantitativo midiendo el porcentaje de ADN en la cola de la
mayoria de cometas posibles de una muestra, esto con el fin de obtener una representacion
asertiva del comportamiento de la muestra en general.

us7 + PC MCF-7 + PC
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Figura 9. Imagenes de Cometas de las lineas celulares U87 y MCF-7 con y sin PC-Gd3* después de ser expuestos
a radiaciones de 0, 6, 16 y 20 Gy.

Para poder determinar el dafio en el material genético causado por las radiaciones ionizantes y
los PC-Gd®* se calculé el porcentaje de ADN en la cola (%ADN), valor directamente proporcional
al dafio causado en el material genético. El calculo del %ADN en la cola se realizé por medio del
programa OpenComet®, un software de acceso libre disefiado por Gyori BM et al [58]., que
determina los pardmetros de los cometas al proporcionarle las imagenes de estos, estas
imagenes son tomadas con la funcion del microscopio de fluorescencia del equipo Lector

Multimodal Cytation 3 (Bio Tek).

En la figura 9, al comparar los cometas de las condiciones de 6, 16 y 20 Gy con la muestra control
de 0 Gy para ambas lineas celulares se puede hacer notoria la diferencia entre estos, pues para
la muestra control (0 Gy) no se evidencia dafio en el ADN, lo cual se correlaciona con los
resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad celular y de capacidad de proliferacion.

En las figuras 10 y 11 se muestra el %ADN en la cola de los cometas en cada una de las
condiciones evaluadas para las lineas celulares U87 y MCF-7 respectivamente. Para la linea
celular U87 las células de las muestras irradiadas con 6, 10, 16 y 20 Gy en su mayoria tienen un
%ADN en la cola mayor que las muestras sin PC, también presentan valores mas extremos de
%ADN en la cola mostrando un posible efecto radiosensibilizador en la linea celular U87. Sin
embargo, aproximadamente el 50% de las células de las muestras irradiadas con 6 y 16 Gy para
las condiciones con PC tienen un %ADN en la cola igual o menor al 20%, lo cual significa que
este porcentaje de las células no sufrié gran dafio en el ADN y la probabilidad de recuperacion
es mayor a menor dafio causado. Por otra parte, al comparar estas condiciones entre las
muestras con PC y las muestras sin PC, si se puede ver que algunas células alcanzaron mayor
dafo en el ADN celular.



Para comparar las diferentes condiciones estadisticamente se utilizé la prueba Wilcoxon, con la
cual se encontré una diferencia significativa en la linea celular U87 para las condiciones con y
sin PC irradiadas a 10 Gy (ver figura 10, condicion 10 Gy*). Para las condiciones de 6, 16 y 20
Gy no se encontro diferencia significativa estadisticamente, para las dosis de 16 y 20 Gy esto se
espera pues al ser dosis tan altas y utilizadas con el objetivo de destruir las células se espera un
dafio en el material genético muy alto independiente de la presencia de PC-Gd®**. Una posible
explicacién de los resultados obtenidos para la condicion de 6 Gy puede ser debido al
comportamiento radioresistente de esta linea celular y a los métodos que utilizan estas células
para responder a las radiaciones, probablemente a dosis bajas de irradiacion la respuesta celular
es mas rapida y efectiva para reparar los dafios causados.
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Figura 10. Ensayo de Cometa linea celular U87: Porcentaje de ADN en la cola en relacién con la dosis de radiacion
para muestras con y sin PC-Gd3*. Para este experimento se realizaron tres replicas por condicion y el experimento
se realizé por triplicado.
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Figura 11. Ensayo de Cometa linea celular MCF-7: Porcentaje de ADN en la cola en relacién con la dosis de
radiacion para muestras con y sin PC-Gd®*. Para este experimento se realizaron tres replicas por condicion y el
experimento se realizé por triplicado.

Por otra parte, al observar la figura 11, el comportamiento de la linea celular MCF-7 en presencia
de PC-Gd®* muestra que la mayoria de las células sufrieron un mayor dafio en el ADN que las
gue no tienen PC. Para las muestras de 2 y 6 Gy se puede observar una tendencia en las células
a tener mayor %ADN en la cola que las muestras sin PC. Para las muestras de 16 y 20 Gy con
y sin PC-Gd?*" el comportamiento presenta una tendencia similar entre ambas condiciones lo cual
se espera debido a la alta dosis de radiacion que reciben ambas muestras independientemente
de la presencia de PC-Gd®*.

Estadisticamente, para las muestras de 2 y 6 Gy se encontrd una diferencia significativa entre
las condiciones con y sin PC mostrando un efecto radiosensibilizador de los PC-Gd®**, el cual
también se evidencia graficamente en los resultados (ver figura 11, condiciones 2 Gy* y 6 Gy*).
Para las muestras 16 y 20 Gy no se encontré una diferencia significativa para las condiciones
cony sin PC, al igual que en la linea celular U87, concordando con lo mencionado anteriormente
pues con estas dosis se espera un dafio en el material genético muy alto independiente de la
presencia de PC-Gd3*.
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Al comparar el %ADN en la cola de la linea celular U87 con la linea MCF-7 para las condiciones
de 6, 16 y 20 Gy con la prueba estadistica de Wilcoxon no se encontré una diferencia significativa
entre ambas lineas celulares. Al observar la figura 12 se puede evidenciar que el %ADN en la
cola es mayor para las muestras con PC que para las muestras sin PC en ambas condiciones.
Sin embargo, con los resultados obtenidos no fue posible hacer estas comparaciones
adecuadamente pues no se pudieron obtener todos los datos para todas las condiciones en
ambas lineas celulares. Durante el desarrollo del experimento algunas muestras no quedaron
con el numero de células especificadas en el protocolo, limitando los resultados. Esto pudo ser
causado por errores en el pipeteo, al mover las células de un recipiente a otro, errores de conteo
celular o perdida de las células en alguna fase de lavado o durante el proceso de electroforesis,
en el cual se aplica voltaje a las células adheridas en agarosa por 30 minutos, y si esta no queda
fijada adecuadamente a la lamina, las células se pueden despegar y perderse en el buffer de
electroforesis.

Para trabajos futuros es importante garantizar que estos factores sean controlados con el fin de
contar con todos los datos esperados para poder hacer un andlisis mas amplio del
comportamiento de los PC-Gd3** como agentes radiosensibilizadores.



7. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

A continuacion, se presentan una serie de recomendaciones que permitirdn mejorar el analisis
de los resultados y del posible comportamiento radiosensibilizador de los PC-Gd**, ademas
también permitirA ampliar los conocimientos y los hallazgos con estos posibles agentes
radiosensibilizadores.

Para el desarrollo de todos los experimentos posterior a la radiacion seria util trabajar con
diferentes concentraciones de PC con el fin de evaluar el comportamiento y la respuesta de las
células ante este tipo de variacién. Con la implementacion de diferentes concentraciones se
podria conocer si hay algiin cambio en la respuesta celular o si hay alguna concentracion éptima
gue no cause estrés celular y que potencialice el efecto de la radioterapia.

Es de gran importancia garantizar que en trabajos futuros se pueda contar con todos los
resultados para todas las condiciones evaluadas, pues esto garantiza mas informacion y
conocimiento del efecto de los PC-Gd** al ser expuestos a radioterapia. Ademas, cabe mencionar
gue a mayor numero de réplicas del mismo experimento bajo las mismas condiciones mayor sera
el entendimiento que se tendra sobre las células al ser sometidas a estas condiciones.

Para trabajos futuros, se podrian evaluar otros factores que permitan conocer los efectos de
estos PC en las células, como por ejemplo la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la activacion de diferentes vias de muerte celular y apoptosis, entre otros. Identificando
mas variables que se vean afectadas por la interaccion de los PC y las radiaciones ionizantes se
pueden desarrollar PC mas enfocados en atacar esas variables, ya sean las mas radioresistentes
o las mas sensibles a los efectos de la radioterapia.

Otra variable que se puede mejorar para trabajos futuros son los tiempos de espera a los cuales
las células se deben someter desde la preparacién de las muestras para ser irradiadas, el tiempo
de espera para la radioterapia, los tiempos de traslado de un lugar al otro y de montaje
experimental, pues todos estos periodos pueden causar estrés celular y afectar algunas
muestras. Una recomendacion para agilizar todos estos tiempos de espera es trabajar con mas
personas con el fin de agilizar la preparacion de las muestras, los montajes experimentales y los
traslados.

Encontrar un agente radiosensibilizador adecuado requiere de mucho estudio y mucha
investigacion, por lo cual, los trabajos futuros que se pueden llevar a cabo enfocados solamente
en PC-Gd* como posible agente radiosensibilizados son innumerables, pues hay muchas
variables conocidas por analizar y también, muchas variables por conocer en cuanto a la
respuesta celular de la linea celular U87.



8. CONCLUSIONES

Los PC-Gd*" sintetizados en el laboratorio demostraron un comportamiento estable, ya que se
dispersaron adecuadamente en agua y en el medio celular y no se evidencio formacion de
agregados al ser almacenados a 4°C. También, durante la caracterizacion se demostré que al
ser excitados con irradiacion de luz UV emiten luz azul visible evidenciando propiedades épticas
caracteristicas de los PC, y al evaluar los espectros de absorcidn se concluye que hay presencia
de enlaces C=C y de enlaces C=0.

Al evaluar los efectos de toxicidad de los PC-Gd*" se demostré que estos a concentraciones de
50, 250 y 500 pg/mL no afectan la viabilidad celular de las células, pues para todas las
condiciones evaluadas experimentalmente la viabilidad es mayor o igual a 80%. Sin embargo, en
la literatura se recomienda no utilizar concentraciones muy altas debido a que pueden causar
saturacion en el medio y generar estrés celular.

Posterior a la irradiacion de las lineas celulares con los PC-Gd?*, en el experimento realizado
para evaluar la capacidad de proliferacién celular se puede concluir que a dosis bajas de
irradiacién los PC no mostraron un efecto radiosensibilizador pues la FS para las muestras con
PC no mostr6 una disminucién respecto a las muestras sin PC. Para las muestras irradiadas con
dosis altas de 16 y 20 Gy tanto para la condicion con PC como para la condicién sin PC la FS
fue de 0, pues estas dosis tienen como objetivo destruir las células cancerosas independiente de
factores externos como por ejemplo el uso de PC.

Por otra parte, para las dosis de 4, 6 y 10 Gy para ambas lineas celulares y las dosis de 10y 12
Gy para la linea MCF-7 se puede concluir un posible efecto radiosensibilizador al implementar
los PC-Gd®** ya que se observé una tendencia biolégica en la disminucion de la FS para las
muestras con PC-Gd*. Aunque estadisticamente no se haya demostrado una diferencia
significativa entre la mayoria de las condiciones con y sin PC, esto no descarta la posibilidad de
qgue los PC-Gd* generen un efecto radiosensibilizador, pues si se observa una tendencia
biol6gica al comparar las muestras con y sin PC de cada linea celular y también, al analizar el
comportamiento de la linea celular U87 con respecto a la linea celular MCF-7, la cual muestra
una FS menor a mismas dosis de irradiacion.

Con el ensayo de cometa, el cual se utilizé para determinar el dafio en el material genético se
encontré que para las condiciones irradiadas con 16 y 20 Gy no hubo una diferencia significativa
en el %ADN entre las muestras con y sin PC-Gd** para ninguna de las lineas celulares pues a
dosis tan altas se espera un dafio en el material genético muy alto independiente de la presencia
de agentes radiosensibilizadores.

Los PC-Gd3*" mostraron un efecto radiosensibilizador en la linea celular U87 al ser irradiada a 10
Gy, este efecto pudo ser corroborado estadisticamente con la prueba Wilcoxon demostrando una
diferencia significativa entre ambas muestras. Este comportamiento radiosensibilizador también
se evidencio en la linea celular MCF-7 al ser expuesta a irradiaciones de menor dosis de 2 Gy y
6 Gy, pues se observé una tendencia en estas muestras a presentar mayor %ADN en la cola 'y
estadisticamente se demostré una diferencia significativa al implementar los PC-Gd**.

Con el desarrollo de este proyecto se puede concluir que los PC-Gd®** sintetizados presentan
propiedades Opticas caracteristicas de los PC; son estables pues se dispersan adecuadamente
en agua y en el medio celular y no se evidencié formacion de agregados durante su



almacenamiento. También, se puede concluir que los PC-Gd®* son biocompatibles pues no
afectan la integridad de las células.

Los PC-Gd®* presentan un efecto radiosensibilizador en algunas condiciones especificas, y
presentan una tendencia biolégica a disminuir la proliferacion celular y a aumentar el dafio en el
material genético de las células de la linea celular U87 y MCF-7 al ser expuestos a radiaciones
ionizantes. Por lo cual, se puede concluir que estos PC-Gd* presentan un posible efecto
radiosensibilizador. Sin embargo, para poder garantizar este comportamiento, se deben realizar
multiples estudios en los cuales se varien las concentraciones, las lineas celulares, los métodos,
entre otros con el fin de asegurar una correcta evaluacion del comportamiento de estos.
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