EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE PUNTOS DE CARBONO (CD) EN LAS
LINEAS CELULARES TUMORALES U-87 Y MCF-7

YOLY CAROLINA RODRIGUEZ ROJAS

Trabajo Dirigido

Tutores
Diana Consuelo Rodriguez Burbano, PhD
Alejandro Oyono Ondo Méndez, PhD

ESCUELA
COLOMBIANA
DE INGENIERIA
JULIO GARAVITO

Fé%&_ Universidad deI

a5 Rosario

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO
ESCUELA COLOMBIANA DE INGENIERIA JULIO GARAVITO
PROGRAMA DE INGENIERIA BIOMEDICA
BOGOTA D.C
2021



AGRADECIMIENTOS

Primero que todo, quiero agradecer a Dios por acompafarme, alentarme y darme fuerzas
para culminar mi pregrado. El es mi inspiracion para ser cada dia mejor y es quien me ayuda
a entender que cada cosa que sucede en mi vida tiene un propdsito especial.

Agradezco a mi familia por ser mi apoyo incondicional en estos 5 afios de la carrera. Gracias
por su confianza en mi y por el amor en momentos dificiles. Gracias a mi hermano Rafael
Humberto Rodriguez Rojas por alentarme a ser mejor y por sus consejos. Gracias a Gladys
Rojas por su disposicion a ayudarme cuando lo necesitaba. Personalmente quiero
agradecer a David Leyva por sus consejos, su paciencia y apoyo emocional.

Quiero agradecer a la Universidad del Rosario y a la Escuela Colombiana de Ingenieria
Julio Garavito, por el apoyo brindado a lo largo de la carrera, por su calidad educativa y por
todos los conocimientos impartidos. Especialmente agradezco a mis tutores, la Doctora
Diana Consuelo Rodriguez Burbano y el Doctor Alejandro Oyono Ondo Méndez, por dirigir
mi trabajo de grado. Gracias por su paciencia, amabilidad, confianza, dedicacién, y
conocimiento. Gracias por permitirme aprender de ustedes y de lo que es la investigacion.



1.

Tabla de Contenido

INTRODUGCCION ...ttt e e e et e et e et e e et e e e eee e 6
1.1. GLIOBLASTOMA MULTIFORME ......ueeeieee ettt ae e 7
1.2. TRATAMIENTOS CONVENCIONALES DE GLIOBLASTOMA ....ccveveeveeeene. 7

1.2.1. LA CIRUGIA COMO TRATAMIENTO DE GLIOBLASTOMA ......ccevveveenenn. 8

1.2.2. LA QUIMIOTERAPIA COMO TRATAMIENTO DE GLIOBLASTOMA ........... 8

1.2.3. LA RADIOTERAPIA COMO TRATAMIENTO DE GLIOBLASTOMA............. 8
1.3.  NANOMEDICINA EN TRATAMIENTOS DE CANCER........cooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 8
1.4. PUNTOS DE CARBONO ..ottt ettt e e e e e eeee e 9

1.4.1. SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO ......uuteeeeeeeeeeeeeeee et eeee e 10

1.4.2. PUNTOS DE CARBONO EN TRATAMIENTOS DE CANCER ......c.cccuu..... 10

1.4.3. PUNTOS DE CARBONO EN RADIOTERAPIA. .......eetoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeans 11

1.4.4. ESTUDIO DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS PUNTOS DE CARBONO EN

CELULAS CANCEROSAS ..ottt ettt e e e e e e e e 11
1.5. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD ...oooueete oo eeeee e 13

1.5 1. ENSAYO MTT oottt e et e et e et e e et e et e e e e e e e 14

1.5.2.  ENSAYO AZUL TRIPAN ...oee ittt et e e eeee e aeeaas 14

1.5.3.  LINEAS CELULARES A EVALUAR .....oot ettt eeee s 14
1.6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt oot eeee e eeeeeaaiea e 15

OBUIETIVOS ..ttt e e et e e et e e et e e et e e e e e e e e aaes 16
2.1, GENERAL ..ottt et 16
2.2, ESPECIFICOS ..ottt ettt e et e e e et e e e e e arnaans 16

METODOLOGIA . ..ottt e e et e e e e e et e e et e e e e e araaas 17
3.1. SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO .....ooteiieeeeeeeeeeee et eee e, 17

3.1.1. SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO POR REACCION MICROONDAS 17

3.1.2.  PURIFICACION DE LOS PUNTOS DE CARBONO.......ceeieeieeeeeeeeeeeaeeen. 18
3.2. IMPACTO DE LOS PUNTOS DE CARBONO SINTETIZADOS SOBRE LA
CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES U-87 Y MCF-7..vee it 19

32,00 ENSAYO MTT oottt et ettt et e e e e e et et e e e e aae e, 20

3.2.2.  ENSAYO DE EXCLUSION AZUL TRIPAN ......otioeeeoeeeee e, 21
3.3, ANALISIS ESTADISTICOS. ..ottt ettt e e e, 21

RESULTADOS ..ottt ettt et e e et e e e et e et e et e et e et e et e e e e eee e 22
4.1. SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO A PARTIR DE ACIDO CITRICO POR
REACCION MICROONDAS ...ttt e eeeeee e eee e e 22

4.2. EVALUACION DEL IMPACTO DE LOS PUNTOS DE CARBONO
SINTETIZADOS SOBRE LA CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES U87 Y MCF-
7 23

5. DISCUSION. ... .ottt ettt ettt ettt et et e et e et et eseeteeae et e s eneareenns 28
6. CONCLUSIONES. . ... ettt e e e e e e e e e e 31
7. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS.......oiiiieiiiiiiiii e 32
REFERENCIAS ..ot e et e e e e e e e e e e e rnnn s 33



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. FLUORESCENCIA DE CARBON-DOTS CON DIFERENTES LONGITUDES

DE ONDA DE EXCITACION (NM) [32]. c..vveveeeeeseeeeeeeseeeseeseseeeeeesessseseesesesseseess 9
FIGURA 2. REDUCCION MTT EN CELULAS VIVAS POR REDUCTASA MITOCONDRIAL
A SAL DE FORMAZAN [57]: veveteeeeeeeeeseeeeeeesessesseseseesesseeseseesessessessesesesesesseeseesesnns 14
FIGURA 3. MICROONDAS PARA SINTESIS DE PUNTOS DE CARBONO. .........cco........ 17
FIGURA 4. SOLUCION FINAL OBTENIDA DESPUES DE PROCEDIMIENTO SINTETICO
Y DE PURIFICACION Y ANTES DEL PROCESO DE SECADO. ......ovvveeerererereee, 18
FIGURA 5. DIAGRAMA DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL SINTESIS Y
PURIFICACION DE PUNTOS DE CARBONO.......coeveieeteeeeeeeeeeeeeeeeessreseeseeseeseseeeenn. 19
FIGURA 6. CAJA DE 96 POZOS PARA ENSAYO MTT. w..oviveeieeeeeeeeeeseereeeseereseeeesos 20
FIGURA 7. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL ACIDO CITRICO....c..eviveieereeeeeereereneenn. 22
FIGURA 8. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL ETANOL. ....ovvveieeieereeeeeeeeeeeeseerereeeeeons 22
FIGURA 9. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL DIMETILFORMAMIDA. .....c.oevveverreenn. 22

FIGURA 10. SOLUCION RESULTANTE DE LA SINTESIS DE LOS PUNTOS DE
CARBONO (ACIDO CITRICO, ETANOL Y DIMETILFORMAMIDA) BAJO RADIACION
CON LUZ UV (AEXC =365 NM). ..o 23

FIGURA 11. A. PUNTOS DE CARBONO OBTENIDOS DESPUES DE SECADO; B.
PUNTOS DE CARBONO BAJO RADIACION CON LUZ UV (AEXC =365 NM); C.
PUNTOS DE CARBONO EN PROCESO DE DISPERSION CON MEDIO DMEM
BAJO RADIACION CON LUZ UV (AEXC =365 NM). .....ccovrreiiririiieecieeeieeeeeesvenas 23

FIGURA 12. CAJA X 96 POZOS PARA ENSAYO MTT CON LAS DOS LINEAS
CELULARES AL AGREGAR DMSO (DISOLVENTE DE LOS CRISTALES DE

FORMAZAN) GENERA UN COLOR VIOLETA. ...ttt 24
FIGURA 13. PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINEA CELULAR U87 EVALUADO POR
ENSAYO M T . ettt e e e et e e e e e e e e e nrrb e e eaeas 25
FIGURA 14. PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINEA CELULAR MCF-7 EVALUADO
POR ENSAYO M T .ottt e e e e e e 25
FIGURA 15. PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINEA CELULAR U87 EVALUADO POR
ENSAYO AZUL TRIPAN. ......oouiiieiie ettt aeaae s 26
FIGURA 16. PORCENTAJE DE VIABILIDAD DE LINEA CELULAR MCF-7 EVALUADO
POR ENSAYO AZUL TRIPAN. ......oiiiiitiiiieeeete ettt 27


file://///Users/carolinarodriguez/Desktop/TRABAJO%20DIRIGIDO/Proyecto/TRABAJO%20DIRIGIDO.docx%23_Toc72792355
file://///Users/carolinarodriguez/Desktop/TRABAJO%20DIRIGIDO/Proyecto/TRABAJO%20DIRIGIDO.docx%23_Toc72792356
file://///Users/carolinarodriguez/Desktop/TRABAJO%20DIRIGIDO/Proyecto/TRABAJO%20DIRIGIDO.docx%23_Toc72792357
file://///Users/carolinarodriguez/Desktop/TRABAJO%20DIRIGIDO/Proyecto/TRABAJO%20DIRIGIDO.docx%23_Toc72792357
file://///Users/carolinarodriguez/Desktop/TRABAJO%20DIRIGIDO/Proyecto/TRABAJO%20DIRIGIDO.docx%23_Toc72792357

LISTA DE TABLAS

TABLA 1: VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE TRATAMIENTOS CONVENCIONALES DE

GLIOBLASTOMA . ... 7
TABLA 2. PRINCIPALES APLICACIONES DE LOS CD EN TRATAMIENTOS DE

(071 (01 = = SRRSO 10
TABLA 3. RESUMEN DE ALGUNAS APLICACIONES DE LOS PUNTOS DE CARBONO

EN LA RADIOTERAPIA GBM. ....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 11

TABLA 4. RESUMEN DE REVISION LITERARIA, EVALUACION DEL EFECTO
CITOTOXICO DE PUNTOS DE CARBONO EN LINEAS CELULARES
CANCEROSAS. .. e 13



1. INTRODUCCION

En este apartado se presentara generalidades del cancer, hablando a detalle del cancer
de cerebro (glioblastoma U87). Adicionalmente, se presentan los puntos de carbono
como tratamiento adyacente en radioterapia. Finalizando con efectos citotoxicos de los
puntos de carbono en lineas celulares cancerosas.

El cancer también denominado tumor maligno o neoplasia maligna, se designa a un extenso
grupo de patologias que pueden originarse en cualquier tejido humano. Una caracteristica
condicionante de esta enfermedad es el crecimiento descontrolado de células que se
extienden de su lugar de origen [1]. La propagacion del foco canceroso a otros 6rganos o
tejidos diferentes de aquel en el que inicia se le conoce como metastasis, siendo esta la
principal causa de muertes por cancer [2]. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, a
nivel global se registraron 19'292.789 de nuevos casos de cancer en el 2020. Encabezando
las principales causas de muerte se informé un namero de 9°958.133 de muertes en solo el
2020 [3].

En la actualidad existen varios tipos de tratamientos contra el cancer, siendo su aplicacion
dependiente de la estadificacion del tumor y la reserva funcional del doliente. Estadificacion
se refiere al tipo de cancer y su grado de avance. La reserva funcional hace caso a la
tolerancia que puede llegar a tener un organismo frente a la cirugia, quimioterapia o
radioterapia como tratamiento contra el cancer [4]. Es comun la ablacién del tumor como
primer tratamiento; no obstante, en algunas ocasiones extirpar completamente el tejido
tumoral en una cirugia es una ardua tarea [5]. Al finalizar el procedimiento quirdrgico incluso
una sola célula madre de cancer residual puede transformarse en una nueva neoplasia
maligna, razén por la cual se requieren tratamientos complementarios, como la
quimioterapia y/o la radioterapia, después de un procedimiento quirdrgico.

La quimioterapia fue definida por el quimico Paul Ehrlich en 1900 como el uso de productos
guimicos para enfermedades. El objetivo de este tratamiento es transportar un farmaco a
diferentes partes del cuerpo por medio de los vasos sanguineos o sistema linfatico para
destruir las células cancerosas. En 1960 la quimioterapia tuvo resultados positivos al ser
aplicada junto con la cirugia y/o la radioterapia para tratar un estancamiento tumoral del
33% debido a la presencia de metastasis hasta ahora no apreciadas después de la
radioterapia y cirugia [6]. No obstante la quimioterapia se ha utilizado como Unico
tratamiento especialmente en pacientes con reserva funcional baja, como es el caso de las
adultos mayores. La administracion de farmacos conducen efectos secundarios, los cuales
principalmente se deben a la dosis via intravenosa, dado a su naturaleza hidréfoba [7].

La radioterapia (RT) es un tipo de terapia que hace uso de la radiacién ionizante de Rayos
X para la eliminaciéon de tumores [8]. Fotones de Rayos x penetran la materia, incitando a
la ionizacion de atomos, donde se producen rupturas de enlaces quimicos; generando
efectos dafiinos al tejido receptor [9]. A pesar de ser un tratamiento menos invasivo que la
cirugiay en la mayoria de los casos mostrar una mayor tolerancia por parte de los pacientes
que la quimioterapia, persisten limitaciones. Una posible consecuencia de la irradiacion del
tejido canceroso puede ser la afectacion por exposicion de estas energias ionizantes al
tejido sano circundante. Como el tejido objetivo, el tejido sano puede enfrentarse a un dafo
en el ADN al exponerse a esta irradiacion de alta energia. La respuesta al dafio de ADN
define la supervivencia celular, la muerte celular o en algunos casos la inestabilidad



gendmica. Con el fin de hacer mas eficiente este tipo de terapia, estudios han reportado el
desarrollo de agentes radiosensibilizadores efectivos y seguros que incrementen la dosis
de radiacion en el espacio intracelular para mejorar la radioterapia tumoral, minimizando el
dafio al tejido circundante sano [10].

1.1. Glioblastoma Multiforme

Los tumores cerebrales son un formidable problema de cancer que ha experimentado pocos
avances terapéuticos [11]. En el 2020 dej6 251.329 muertes a nivel global [12]. El
glioblastoma (GBM) de linaje astrocitico, es la neoplasia maligna del cerebro mas comun
en los adultos. La gran mayoria de pacientes que presentan esta enfermedad tienen un
promedio de vida de 12-18 meses [13]. Este tipo de tumor prevalece en personas con un
rango de edad de 55-60 afios, sin embargo puede ocurrir a cualquier edad. Segun la OMS
el glioblastoma es uno de los tipos de cancer mas letales que se han encontrado (grado IV).
En el GBM prevalecen las células cancerosas madres, las cuales se regeneran de una
forma eficaz y llegan a ser un impedimento para las terapias [14]. Se ha detectado una
importante resistencia en esta clase de tumor, pues la terapia a la que se somete el paciente
ayuda a la supervivencia, mas no a erradicar este tumor [15]. Este prondstico se debe a la
recidiva de los tumores después del tratamiento inicial con reseccion quirdrgica maxima,
radioterapia y quimioterapia.

1.2. Tratamientos convencionales de glioblastoma

Hoy en dia los tratamientos de glioblastoma se han caracterizado por buscar estrategias
gque incrementen la supervivencia de los pacientes que la padecen. Esto en simultaneo con
la reduccion de efectos secundarios independientemente del tratamiento convencional. Se
ha identificado que las terapias practicadas de forma individual no tienen la misma
efectividad que el combinar las terapias. Los tratamientos mas utilizados contra el cancer
de cerebro glioblastoma son: la cirugia, quimioterapia y radioterapia (Tabla 1).

Tabla 1: Ventajas y desventajas de tratamientos convencionales de glioblastoma.

Tratamientos de

. Ventajas Desventajas
glioblastoma mas comunes

Disminucién de carga
Cirugia tumoral inmediata.
Mejora de los sintomas.

Células madres cancerosas
residuales.

Detiene la proliferacion | gfectos secundarios por

Radioterapia 4 . .
P de las células radiacion a tejido sano.
cancerosas.
. . . - Frecuente resistencia los
Quimioterapia Medicamentos dirigidos.

farmacos.




1.2.1. Lacirugia como tratamiento de glioblastoma

La ablacion es el principal tratamiento que se ve involucrado al tratar glioblastoma. Este
tratamiento tiene como fin disminuir inmediatamente la carga tumoral, mejorando los
sintomas y déficit neuroldgicos relacionados con la neoplasia [16]. Existe una correlacion
entre la magnitud extirpada y la supervivencia. Sin embargo, el GBM es un tumor localmente
invasivo que no se puede curar por completo con la cirugia provocando recaida de
aproximadamente en el 80% de los casos [17]. La mediana de supervivencia cuando solo
se trata con cirugia es de 4 meses [18].

1.2.2. La quimioterapia como tratamiento de glioblastoma

La quimioterapia utilizada en glioblastoma ha adoptado problemas al ser este tipo de cancer
resistente a los medicamentos [19]. En algunos casos la quimioterapia es implementada
durante la cirugia para reforzar el tratamiento y tener una menor probabilidad de
recurrencia. En otros casos cuando reinciden células cancerosas se lleva a cabo
guimioterapia via intravenosa. En investigaciones se han encontrado agentes bioldgicos
caracteristicos de las células cancerosas como las sefiales celulares de glioblastoma que
envia al cuerpo provocando nueva vascularizacion para nutrir el tumor. Ese distintivo
permite la aplicacion de medicamentos dirigidos, lo que proporciona el enfoque a anomalias
especificas [14].

1.2.3. Laradioterapia como tratamiento de glioblastoma

La radioterapia ha tenido un papel crucial en terapias contra glioblastoma. En las ultimas
décadas se han visto avances en la capacidad de la RT moderna para administrar dosis de
radiacion maximizando la eficacia limitando la toxicidad a tejido sano[20]. La
radiosensibilidad es un objetivo importante para mejorar la respuesta del paciente con GBM,;
por lo cual muchos estudios buscan desarrollar multiples estrategias, entre estas se
encuentran distintas nanoparticulas con alto numero atémico, lo cual permite que haya una
mejor respuesta en el tratamiento en relacién con el efecto comptom al irradiar al material
[21-23]. Dado al escaso margen del efecto terapéutico y toxicidad, se ha estudiado técnicas
gue aumenten la radiosensibilidad para evitar la radiacién a tejido sano.

1.3. Nanomedicina en tratamientos de cancer

La nanomedicina es una disciplina de la nanotecnologia que se ha enfocado en la creacion
o innovacion de diferentes aplicaciones biomédicas, aprovechando las propiedades Unicas
que exhiben los nanomateriales[24]. Los nanomateriales cuentan con propiedades fisicas
y quimicas asociadas a su tamafo y dado al estudio que se les ha dado se han desarrollado
nanodispositivo como lo son las nanoparticulas [25]. Las nanoparticulas son estructuras
con dimensiones similares en tamafio a muchas moléculas biologicas. Las caracteristicas
biomiméticas frente a biomoléculas y la alta relacion superficial (volumen y la posibilidad de
modular sus propiedades introduciendo heteroatomos como: dopantes 0 su
funcionalizacion), convierten a las NPs en objeto de estudio en el area de la medicina [26].

Gracias al impacto que han tenido las nanoparticulas en los tltimos afios, se ha adquirido
un amplio conocimiento, llevando al desarrollo de aplicaciones biomédicas para la



prevencion, el diagndstico y el tratamiento de diferentes patologias [27]. Uno de los campos
en donde mas se esta observando la aplicacion de la nanomedicina es en los tratamientos
contra el cancer. Las aplicaciones en cancer se centran en las propiedades fisicoquimicas
de las NP, que tienen la capacidad de administrar distintos agentes terapéuticos (biolégicos
Y quimioterapéuticos) [28].

Las nanoparticulas son de interés investigativo para la mejora de la radioterapia. Se ha
identificado un aumento de la radiosensibilidad en diferentes nanoparticulas, dado al
incremento de la dosis de radiacion en el espacio intracelular. Ademas, presentan la
capacidad de cargar medicamentos, entre otras funciones [29]. Uno de los nanomateriales
con mas estudios para radioterapia son las nanoparticulas de oro. Estas NP son adaptables
a diferentes tamafos y formas; ademas, cuentan con un alto nimero atémico. Las NP de
oro se pueden utilizar distintas estrategias para la funcionalizacién de la superficie y adaptar
ligando que ayuden a facilitar la deteccion de células cancerosas para la radioterapia. Se
ha demostrado que NP de oro mejoran los efectos de la radioterapia ocasionando muerte
celular de tumores de glioblastoma multiforme. Sin embargo, las NP de oro presentan una
sintesis dificil de ser escalonada a producciones industriales. Por otro lado, aunque es
inerte y biocompatible a nanoescala puede ser inestable a radiaciones de alta energia [30].

1.4. Puntos de carbono

Los puntos de carbono, también conocidos por Carbon Dots (CD) son nanocristales
generalmente esféricos con un diametro menor a 10 nm. Se identifican por sus propiedades
fotoluminiscentes y particularidad en emitir fluorescencia. Los CD se han destacado desde
hace mas de 10 afios, cuando se realizd su primera sintesis al mostrar ventajas en relacion
a su biocompatibilidad, baja toxicidad, propiedades 6pticas y quimicas [31]. La fluorescencia
de los CD se puede observar bajo irradiacion de luz ultravioleta. La emision de los CD
depende de la longitud de onda de excitacién y el rango de los colores emitidos en funcién
de la excitaciéon desde el rojo y mas comunmente el azul y verde se puede observar en la
Figura 1 [32].

Figura 1. Fluorescencia de Carbon-Dots con diferentes longitudes de onda de excitacion (nm) [32].

Estas propiedades fluorescentes se deben a defectos por oxidacion, pasivacion superficial
y los heteroatomos presentes [33]. Los CD son particulas con peso reducido y tienen una
gran elasticidad. El mecanismos de fluorescencia de los CD segun la literatura se debe a
las diferentes rutas de sintesis, precursores o modificaciones [32]. Los CD se destacan por
presentar estabilidad acuosa, propiedades electrénicas, facilidad de sintesis y modificacion
de la superficie [34].



1.4.1. Sintesis de Puntos de Carbono

Se han encontrado numerosas rutas para generar CD a partir de diversos precursores como
moléculas organicas simples y productos naturales [31]. Las formas de sintetizar CD se
pueden clasificar en dos métodos. El primer método es el Top-Down, que se puede
identificar por su produccion especifica, originado de un sistema de mayor tamafio hasta
llegar a los CD [35]. La electroquimica, la oxidacion quimica y la irradiacion con laser son
tres de los métodos empleados principalmente [34]. El segundo método es de bottom-up,
este consiste en el auto ensamblaje de una particula pequefa (precursores organicos) a un
sistema de un mayor tamafio. El microondas, hidrotermal, descomposicion termal, ondas
ultrasonicas.

Los CD pueden tener diferentes funciones a través de la modificacién de la superficie por
medio de la funcionalizacion o pasivacion [36]. Diferentes estudios han enfatizado que la
sintesis por microondas (Bottom-up) ha sido una de las mejores técnicas, que se destaca
por sus ventajas a comparacion de otros métodos bottom up [37]. La energia que es
suministrada por la onda, la toma el material de forma molecular, dando como resultado un
calentamiento uniforme y selectivo y asi brinda una técnica eficiente [38].

1.4.2. Puntos de carbono en tratamientos de cancer

Hoy en dia una de las aplicaciones en las que mas se ve la presencia de CD gracias a su
potencial, es en terapias contra el cancer. Las primeras aplicaciones de los puntos de
carbono se centran en el bioetiquetado y la bioimagen, debido a las propiedades épticas de
los CD. Sin embargo, se ha venido estudiando distintas formas de aprovechar la capacidad
que tienen los CD en funcionalizacién o doparlos de su superficie para mejores resultados
en tratamientos contra el cancer. Algunos estudios han querido dilucidar los mecanismos
fotofisicos de los CD en donde se demostr6 que los estados superficiales de los CD son la
fuente subyacente de las propiedades luminiscentes; pero aclaran que para que puedan
visualizarse estas propiedades se debe lograr funcionalizar las nanoparticulas de carbono
por reacciones quimicas [39]. En la Tabla 2 se pueden identificar principales aplicaciones
de los CD en tratamientos en cancer.

Tabla 2. Principales aplicaciones de los CD en tratamientos de cancer.

Tratamiento

, Aplicacion Referencia
de cancer

Cirugia Agente terandstico [40]

Vehiculo para mayor efectividad en administracién de

I . "
Quimioterapia f4rmacos [41]
Radioterapia Agente térmico, radiosensibilizador y bioimagen [1([)31511]

10



1.4.3. Puntos de carbono en radioterapia

Actualmente a pesar de que la radioterapia es uno de los tratamientos mas eficientes contra
los tumores sélidos (glioblastoma), tiene dos limitantes urgentes. La primera es que no logra
localizar con alta definicién el tumor, no focaliza el tumor, lo que deriva dafios en tejidos
sanos. La segunda es por la resistencia adquirida dentro de las células cancerosas de
tumores como el glioblastoma, desencadenando procesos de reparacion molecular que
conduce a la radioresistencia [43]. Las propiedades fotoluminiscentes de los CD pueden
ser moduladas por medio de heterodtomos como dopantes o funcionalizacion de su
superficie. Las propiedades Opticas de los CD lo hacen ideal para el desarrollo de
nanoplataformas terandstico. Otra caracteristica es que los CD pueden ser dopados con
heteroatomos que cumplan con el requisito de un alto nimero atémico y garantizar mayor
efectividad [44]. En la literatura se reporta que los CD son particulas generadoras de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que ocasiona rupturas oxidativas en el ADN de las
células cancerosas[45]. En la Tabla 3 se puede observar resultados de algunos estudios de
CD en radioterapia.

Tabla 3. Resumen de algunas aplicaciones de los puntos de carbono en la radioterapia GBM.

Aplicacion Método de sintesis Dopante Funcionalizaciéon |Referencia
MR Microondas Magnesio NINGUNO [46]
Radioterapia Hidrotermal Gadolinio NINGUNO [43]
Terapia Hidrotermal NINGUNO NINGUNO [47]

fotodindamica

. Polietilenimina
Imagen Hidrotermal ramificada (PEI) NUNGUNO [48]

Terapia

s Hidrotermal Magnesio NINGUNO [49]
fotodinamica

1.4.4. Estudio de la citotoxicidad de los puntos de carbono en células
cancerosas

La toxicidad en las células puede ser causada por diversos agentes quimicos y fisicos,
afectando la tasa de proliferacion y la viabilidad celular, siendo estos indicadores
fundamentales para conocer la salud a nivel tisular [50]. Es importante el identificar la
respuesta citotoxica que han tenido diferentes CD en lineas celulares cancerosas. De esta
manera, se determinara correctamente el efecto que tienen los CD en las lineas celulares
cancerosas al implementar los CD en radioterapia. Se hizo una revision de literatura para
estudiar el efecto citotoxico que tienen los CD en lineas celulares cancerosas. Para la
revision de literatura se tuvo en cuenta pardmetros como: tiempo de evaluacion de la
citotoxicidad en 24 horas, que se presente el precursor, el reactor para la sintesis de los
CD, evaluacion de la citotoxicidad en células cancerosas (en su mayoria glioblastoma) y
que los ensayos de citotoxicidad evaltuen el efecto de los CD sin modificaciones.
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Estudio titulado: Sintesis verde de puntos de carbono fluorescentes a partir de especias
para imagenes in vitro e inhibicién del crecimiento de células tumorales, (2018). En este
estudio se utiliza reactor hidrotermal para la sintesis de CD. En esta oportunidad se quiere
evaluar la citotoxicidad de CD a base de la canela, chile rojo, circuma y pimienta negra en
células de glioblastoma humano (Linea celular cancerosa LN-229) y en células renales
humanas (HK-2) por 24 h. Los productos organicos mencionados anteriormente llaman la
atencion por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas. Por otro
lado, se evaluo la citotoxicidad del CD de acido citrico, pero este se evalué como control,
ya que se hallaron diferentes estudios que presentan la baja citotoxicidad de este
compuesto. Las concentraciones que se utilizaron fueron de 100-2000 ug/mL. Los
resultados de esta investigacion confirmaron un alto porcentaje de viabilidad de las células
cancerosas y no cancerosas frente a CD de acido citrico. Los cuatro CD a base de especias
exhiben una citotoxicidad diferencial en células humanas cancerosas. El porcentaje de
viabilidad de LN229 se vio afectado al ser expuestas a los CD a estudiar en concentraciones
superiores a 500 pg/mL. Porcentajes menores al 50% se vieron en LN229 en
concentraciones superiores a 1000 ug/mL de CD de pimienta negra. En las células sanas
se ven porcentajes superiores al 75%. Concluyendo que se deben hacer mas estudios para
comprender el mecanismo de accion de las nanoestructura de los CD [51].

Estudio titulado: Sintesis verde de puntos de carbono y evaluacién de sus actividades
farmacoldgicas, (2020). En este estudio se sintetizan CD por el método de microondas. Los
precursores de este experimento fueron desechos organicos de cascara de granada y
sandia. Los solventes fueron hidréxido de sodio y polietilenglicol (PEG). Se evalu6 por
ensayo MTT la citotoxicidad de las lineas celulares cancerosas MCF-7 y HepG2 frente a
las CD. Las concentraciones de CD que se utilizaron en las lineas celulares cancerosas
fueron 50, 150,259,350 y 450 ug/mlL. Los resultados del ensayo MTT muestran una
viabilidad celular (MCF-7 Y HepG2) decreciente a medida que aumentan las
concentraciones de los CD. Se concluye que los CD sintetizados a partir de desechos
organicos de granada y sandia poseen buenas propiedades citotéxicas [52].

Estudio titulado: Los puntos de carbono que se unen a la actina se dirigen selectivamente
a las células del glioblastoma sin afectar las células normales, (2021). En esta investigacion
se informa de la curcumina y su potencial en multiples canceres. Al encontrar fallas por su
baja solubilidad, se piensa en los CD como una estrategia para exhibir una excelente
solubilidad, lo cual se confirmo. Para la sintesis se utilizo un reactor hidrotermal. El
precursor fue curcumina y etilendiamina en proporcién 1:2 y se disolvi6é en etanol. En este
estudio se evalué la viabilidad (MTT) celular de glioblastoma frente a puntos de carbono de
curcumina (CurCD) en concentraciones de 31-500 pug/mL por 24 horas. Los resultados de
este trabajo mostré que el tratamiento con CurCD en las lineas celulares cancerigenas de
cerebro GBM provoco una gran cantidad de células tumorales en concentraciones de 250-
500 pug/mL. Las CurCD emiten un color azul bajo irradiacion UV. Concluyen que las CurCD
demuestran actividades antiproliferativas, apoptéticas y antimigratorias en las células GBM
[53].

Estudio titulado: Puntos de carbono fluorescentes de Tsingtao cerveza para imagenes de
células cancer de mama y administracion de farmacos. Investigadores divulgan un hallazgo
de la presencia de puntos de carbono fluorescente en cerveza Tsingtao. Afirman el tamafio
medio de los CD de 2.5 nm. Para la obtencién de CD se describe un método de agitacion
para eliminacion de gas y luego se concentraron por evaporacion rotatoria. Recalcan la alta
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solubilidad y excelentes propiedades fluorescentes bajo excitacion de luz ultravioleta. Se
realiza ensayo de MTT para evaluar la citotoxicidad de estos CD en lineas celular cancerosa
MCEF-7. Los resultados obtenidos mostraron un alto porcentaje de viabilidad de las células
MCF-7; sin embargo se disminuye la viabilidad cuando la concentraciébn es mayor a
500 ug/mlL. Por ultimo, se concluye que los CD cuentan con asombrosas propiedades
fluorescentes. Los CD de cerveza Tsingtao no impone ninguna toxicidad significativa a las
células y podrian tener potencial en aplicaciones biomédicas[54].

Estudio titulado: Sintesis verde de puntos de carbono derivados del aceite de nuez y una
investigacion de sus actividades citotdxicas y apoptogénicas hacia las células cancerosas,
(2018). Este estudio presenta una sintesis de puntos de carbono por método hidrotermal.
El precursor fue aceite de nuez. Se midio la citotoxicidad por MTT de estos CD en lineas
celulares MCF-7. Los resultados presentados afirman el rendimiento fluorescente. Se
demostr6 que los CD de nuez son agentes citotoxicos extremadamente potentes
especialmente en linea celular MCF-7 y PC-3. Se concluye el efecto citotoxico y apoptoticas
de los CD en las lineas celulares cancerosas [55].

Tabla 4. Resumen de revision literaria, evaluacion del efecto citotéxico de puntos de
carbono en lineas celulares cancerosas.

. Metodo de | Linea |Modificacion| Efecto
Precursor Disolvente . . . . . . Ref
sintesis | celular| superficial | citotoxico
. _ Agua . .
Acido Citrico Hidrotermal |LN-229| Ninguno NO [51]
ultrapura
MCF-7
Cascara de NaOHy ) .
ranada y sandia|polietilenglicol Microondas 'y Ninguno o [52]
g y p g HepG2
Curcumina Etanol Hidrotermal| Cu Ninguno [>250 ug/mL|[53]
Cerveza Tsingtao| No especifica| pirolisis | MCF-7 | Ninguno NO [54]
Aceite de nuez | No especifica |Hidrotermal | MCF-7| Ninguno Sl [55]

1.5. Evaluacion de la citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad en células cancerosas se han utilizado para evaluar la
toxicidad de los CD y la inhibicion del crecimiento celular en presencia de CD. Es importante
determinar el comportamiento biol6gico In vitro de los CD para conocer correctamente la
biocompatibilidad de estos. Los ensayos de viabilidad celular se fundamentan en las
diversas funciones celulares como lo es: la actividad enzimatica, la adherencia celular, la
permeabilidad de la membrana celular, la produccién de ATP, entre otras [56]. Los ensayos
se pueden también clasificar a su conformacioén, respondiendo a ensayos de exclusion de
color, fluorecencia y colorimetria. A la hora de seleccionar el método es crucial considerar
el tipo de interaccion que va a comprender [56].
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1.5.1. Ensayo MTT

El ensayo de viabilidad celular con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT), es unatécnica con un compuesto carcinégeno, facilmente metabolizable por células
vivas. El tetrazolio es un colorante (color amarillo), lo que lleva a que sea un ensayo
colorimétrico. Este compuesto es sensible a la luz por lo que se debe adecuar el area de
trabajo para no tener ninguna irregularidad en el resultado [57]. Este ensayo determina la
viabilidad celular o citotoxicidad en funcién de la capacidad que tienen las células para
reducir el colorante (tetrazolio) por accién de la enzima SDH (succinato deshidrogenasa),
complejo proteico de la membrana interna de la mitocondria [58] (Figura 2). La evaluacion
de este ensayo se establece especificamente por la cantidad de cristales de formazan
producidos por las células vivas, resultando un color violeta de acuerdo a la viabilidad

celular[59].
Q Reduccion
s |

/ \ P | Mitocondrial N _NH

N

= N=N hidrogenasa I

N S
+Y/ N;N\l.//m
Br P
=1 S /

v Sal de formazana

Figura 2. Reduccion MTT en células vivas por reductasa mitocondrial a sal de formazan [57].

1.5.2. Ensayo Azul Tripéan

El ensayo azul Tripan (AT) se utiliza para conocer el porcentaje de viabilidad celular frente
a parametros de estudio. Las células tienen una membrana plasmética compuesta por
agrupaciones lipidicas y proteicas que delimitan el medio extracelular e intracelular. La
membrana es un filtro muy selectivo que controla el paso de lo que entra y sale de la célula.
El ensayo se identifica como ensayo por exclusion porque las membranas de las células
vivas excluyen el azul Tripan a diferencia de las células muertas que acogen un color azul
por el ingreso del colorante. Este método es ampliamente utilizado por la velocidad y su
precision de adquisicion [60].

1.5.3. Lineas celulares a evaluar

U87 es una linea celular de glioblastoma primario humano de alto potencial maligno;
ampliamente utilizada en investigaciones del cancer de cerebro. La MCF-7 es una linea
celular de cancer de mama de bajo potencial maligno, cominmente es utilizada en
diferentes estudios bioldgicos, en los cuales se ha trabajado para contrarrestar la gravedad
de la enfermedad del cancer. Las lineas celulares U87 y MCF-7 son células adherentes con
morfologia epitelial [61][62].
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1.6. Planteamiento del problema

El cancer de cerebro glioblastoma es una de las neoplasias malignas humanas mas letales.
Uno de los tratamientos que representa una mayor eficiencia para el glioblastoma es la
radioterapia. Pero esta radiacion ionizante no pasa de ser solo paliativa debido a la
radioresistencia del tumor [63]. Siendo uno de los factores biolégicos mas significativos que
impiden que la radioterapia sea eficiente.

Distintos estudios han estado trabajando en la busqueda de estrategias para optimizar la
respuesta de la radioterapia en pacientes con resistencia al tratamiento, mediante el uso de
nanotecnologia. En los puntos de carbono se ha encontrado un potencial crecimiento en
tratamientos contra el cancer, especialmente en la radioterapia. Diferentes investigaciones
han encontrado en los puntos de carbono cuentan con propiedades fisicoquimicas ideales.
Atreves de la introduccion de heterodtomos, como dopantes o la funcionalizacion de la
superficie se pueda alcanzar radioresistencia ideal para los tratamientos de glioblastoma.
Sin lugar a duda, algunas de esos heteroatomos pueden ser dopados para que el CD pueda
ser una especie atdmica de alto nuero atomico. Por otro lado, estudios reportan que los CD
en distintas ocasiones son generadores de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual
repercute inmediatamente en rupturas oxidativas en el ADN de las células cancerosas[64].

En busca de estrategias que optimicen la radioterapia, se consideran a los puntos de
carbono como una de las mejores opciones para encontrar radiosensibilidad y hacerle
frente a las células cancerosas de glioblastoma. Uno de los pardmetros mas importantes
para determinar correctamente los efectos de los CD que se piensan exponer en la linea
celulares cancerosas de glioblastoma, es el nivel de citotoxicidad. Cuando se habla de la
toxicidad de los puntos carbono, los resultados in vitro e in vivo reportados en la literatura
son inconsistentes. De hecho, muy recientemente una investigacion afirmé que la toxicidad
de los puntos carbono esta determinada principalmente por el protocolo de sintesis al igual
gue del precursor[51]. Es aqui en donde radica la importancia de ensayos de citotoxicidad
como indispensable etapa para ver el efecto citotoxico.

Los puntos carbono basados en acido citrico se han seleccionado porque han sido
ampliamente estudiados en la literatura y se ha informado que son biocompatible y tienen
una baja citotoxicidad[51]. Las lineas celulares que se seleccionen debe ser una de
glioblastoma (U87) para identificar respuesta citotoxica frente a CD y una linea de referencia
de cancer de bajo potencial como lo es la linea celular de cancer de mama (MCF-7). El
aporte de mi trabajo es identificar el efecto citotoxico que tienen los puntos de carbono a
base de acido citrico para determinar la correcta aplicacién de los CD frente a células
cancerosas de glioblastoma en radioterapia.
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2.1.

2.2.

2. OBJETIVOS

General

Estudiar el efecto de los puntos de carbono sobre la citotoxicidad en lineas celulares
derivadas de glioblastoma (U-87) y en linea celular de cancer de mama (MCF-7).

Especificos

1. Sintetizar puntos de carbono a partir de acido citrico por reaccién
microondas.

2. Evaluar el impacto de los puntos de carbono sintetizados sobre la

citotoxicidad en lineas celulares U-87 y MCF-7 por método MTT y Azul
Tripan.
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3. METODOLOGIA

En este apartado se presenta el paso a paso de la sintesis de los puntos de carbono.
Posteriormente se explicaran los ensayos de citotoxicidad utilizados para evaluar el efecto
citotoxico en las lineas celulares cancerosas U87y MCF-7.

Materiales

Acido critico y los disolventes organicos, incluidos N-N dimetilformamida (DMF), etanol
99%. El medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), alicuota de suero fetal bovino al
10% (SFB), alicuota de antibidtico al 1%, ACUTASSE (enzima proteoliticas y
colagenoliticas), tetrazolio (MTT), Azul Tripan (AT), solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), dimetil sulféxido (DMSO). Todos los productos eran de calidad analitica y se
utilizaron directamente sin purificacion adicional.

3.1. Sintesis de puntos de carbono

La sintesis de los puntos de carbono incluye polimerizaciébn, descomposicion y
carbonizacién de las moléculas. Para la preparacion de los CD fluorescentes se utiliz6 el
método de reaccién por microondas (bottom up), usando un reactor MONOWAVE 50 (Anton
Para, Austria) [65] (Figura 3). El &cido citrico (C4HgO0-) se utilizo como precursor organico y
como solventes se utilizo una mezcla 1:1 (volvol) Etanol 99% (CH;CH,OH) y
dimetilformamida (C3H,;NO).

Figura 3. Microondas para sintesis de puntos de carbono.

3.1.1. Sintesis de puntos de carbono por reaccién microondas

1 g de Acido citrico, precursor de carbono, se dispersé en una mezcla 1:1 (vol:vol) de etanol
y N,N-dimetilformamida (volumen total=12 mL). Con el fin de adquirir una mezcla
homogénea se lleva a bafo ultrasénico (Elmasonic Easy, Elma, Alemania)
aproximadamente por 3 min. La solucién se transfiere al tubo del reaccion y se somete a
calentamiento por microondas a 175°C durante 5 minutos, utilizando método As fast as
posible (AFAP). El método de reaccion por microondas optimiza el tiempo de procesado
[66]. Se confirmar la formacion de especies fluorescentes basadas en carbono al exponer
el producto de la reaccion a irradiacion de 365 nm.
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3.1.2. Purificacion de los puntos de carbono

La solucion obtenida es centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos en mini
centrifuga(Thermo Scientific mySPIIN12) y posteriormente filtrada con un filtro de 0,20um
(Minisart NY 25, PTFE). Para mover las especies moleculares no reaccionadas, se realizo
un proceso de didlisis usando agua destilada durante 24 horas. Finalmente, el producto
obtenido es secado en un horno convencional (UM100, Memmert, Paises Bajos) durante
24 horas a una temperatura de 80 °C (Figura 4).

Figura 4. Solucién final obtenida después de procedimiento sintético y de purificacion y antes del proceso de
secado.

Para conocer la masa adquirida de CD, se resta el tarro de vidrio sin CD a el tarro de vidrio
con puntos de carbono después de secado. Para la futura manipulacion de los puntos de
carbono en ensayos de viabilidad, se dispersaron los CD resultantes de la sintesis en medio
de cultivo DMEM. En la figura 5 se puede observar de una forma general paso a paso la
adquisicion de CD.
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Mezcla de acido citrico,
etanol y dimetilformamida.

Secado en Horno

Depositamos mezcla en Lavado por centrifuga y Adquisicién de CD para
reactor para sintesis. filtrado futura manipulacién

Figura 5. Diagrama del procedimiento experimental sintesis y purificacion de puntos de carbono.

3.2. Impacto delos puntos de carbono sintetizados sobre la citotoxicidad
en lineas celulares U-87 y MCF-7.

Las dos lineas celulares cancerosas U87 y MCF-7 se conservan congeladas a -80°C en
nitrégeno liquido. Para el cultivo celular, se descongelan de forma rapida para asegurar una
alta viabilidad y posteriormente se siembran las células en cajas Petri para permitir su
adherencia celular. Su preservacién es garantizada por la presencia de un medio de cultivo
DMEM complementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y antibiético-antimicético
(Gibco) al 1%, que contiene reguladores esenciales; ademas ubicadas en una incubadora
(Thermo Scientific) a temperatura de 37°C, y una atmosfera himeda con CO2 al 5%.

Para identificar el efecto de los puntos de carbono en las lineas celulares U87 y MCF-7, se
realizaron dos ensayos de viabilidad celular, MTT y Azul Tripan (exclusion) con dos replicas
biolégicas para MTT y una replica biolégica para AT. Los CD obtenidos del proceso de
purificacién descritos en el numeral 3.1 son redispersados en medio de cultivo a una
concentracion de 150 mg/mL. La evaluacion de la citotoxicidad de los CD en las lineas
celulares mencionadas fue realizada en funcion de la concentraciéon (50, 125, 250 y 500
ug/mL) con un periodo de incubacién de los CD con las células de 24 horas.
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3.2.1. Ensayo MTT

Se utilizaron células con una confluencia superior al 70%. Se succion6 el medio del cultivo
y se realizaron lavados con PBS. Con el fin de despegar las células se afiade 1 mL de
Accutase (enzima que optimiza tiempo). Se llevd en un hemocitbmetro al contador
automatico (CytoSmart) una mezcla de 10uL de Azul Tripan y 10uL de células (1:1 vol:vol).
Para obtener el volumen necesario de células que se debe traspasar a cada pozo, se indica
al contador automético el nimero de células a sembrar. Se utilizé6 una caja de 96 pozos
para sembrar 1x10* células por pozo frente a 200 uL medio completo DMEM.

Las células permanecieron en incubadora por 24 horas esperando correcta adherencia. Se
inoculan los puntos de carbono en los pozos tanto para U87 como para MCF-7. Se
trabajaron cuatro concentraciones, un control negativo (0O ug/mL) y control positivo con
peréxido de hidrégeno (H,0,). Se aplico la ecuacion 1 para conocer el volumen de CD que
se requeria para la evaluacién de viabilidad con las concentraciones establecidas.

__ (V1xC1)

V= "—= (1)
Donde V1 es el volumen total por concentracion, C1 es la concentracién que se busca
obtener de CD, CM es la concentracion madre y V es el volumen necesario para obtener la
concentracién objetivo. En tubos Eppendorf se agrega el volumen de medio completo
DMEM y se toma el volumen determinado de CD para cada concentracion respectivamente.
Se lleva a un agitador vortex (HEIDOLPH, Alemania) para homogeneizar la solucion. Para
la inclusion de estos CD se succiona medio y se procede a afiadir 200 uL de la solucién con
CD a cada pozo respectivamente, por triplicado (figura 6).

Figura 6. Caja de 96 pozos para ensayo MTT.

24 h después de la exposicidon con los puntos de carbono se procede a evaluar por MTT la
actividad metabdlica de las lineas celulares U87 y MCF-7. Se toman 10 mg de tetrazolio en
polvo y se mezclan con 2 mL de PBS para llegar a una concentracion de 5 mg/mL.Se agreg6
20 uL de esta solucién en cada pozo. Se cubre la placa de pozos con aluminio (el ensayo
de MTT es sensible a la luz). Posteriormente se ubica en una mesa de agitacion (150
rms/5min). Se llevo a incubadora por 3 horas (temperatura 37°C). Pasado el tiempo se retird
el medio del cultivo y se disolvieron los cristales de formazan adicionando 200 uL de DMSO.
Se sitla en la mesa de agitacion para homogeneizar y se finaliza con el analisis de
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absorbancia utilizando un lector de microplacas de 96 pozos Cytation. El indice de
citotoxicidad se determin6 en funcion del control negativo (0 ug/mL).

3.2.2. Ensayo de exclusion Azul Tripan

Se utilizaron platos de 12 pozos, en donde se sembraron 1x10° células por pozo. Se dejaron
en incubadora por 24 horas (temperatura 37°C). Transcurrido este periodo de tiempo se
prepararon las concentraciones de CD en tubos falcén con el volumen necesario de medio
completo DMEM. Se llevé a vortex para dispersar los CD en el medio, se succiona el medio
de los pozos y se agregé 1 mL de las concentraciones respectivamente. Las células se
dejaron expuestas con los puntos de carbono y a las 24 horas se evalué la citotoxicidad.

Para la evaluacién de la citotoxicidad en tubos Eppendorf respectivamente marcados se
transfiere el medio de cada pozo, se realizan lavados con PBS y se agrega Accutase para
despegar las células (5 min aprox). Se confirmd en el microscopio que las células estan
suspendidas; posteriormente se agreg6 el medio que se habia retirado (respectivamente) y
se resuspendié para homogeneizar. Se tomaron 10 uL de Azul Tripan (AT) en un micro
pozo externo y se resuspende 10 uL de células resuspendidas. Se toman 10 uL de esta
mezcla y se ponen en un hemocitémetro. Se lleva a conteo automatico (CytoSmart,
Holanda) para ver la viabilidad celular al exponerlas con CD. El indice de citotoxicidad se
determin6 usando las células sin exposicién a puntos de carbono como control negativo.

3.3. Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se tomaron los datos experimentales desarrollados de forma
practica. Se realizaron dos réplicas biolégicas de tres réplicas experimentales de ensayos
MTT para cada linea celular U87 y MCF-7; una réplica biolégica con tres réplicas
experimentales de U87 del ensayo de exclusién AT y una réplica biol6gica de tres réplicas
experimentales de AT. Se normalizaron los datos con respecto al promedio de control
negativo y se establecié la prueba de normalidad de los datos recopilados y se analizaron
por medio de ANOVA (paramétricos) y por Mann Whitney (no paramétricos) al nivel p=0.05,
utilizando el software GraphPad PRISM ®.
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4. RESULTADOS

En este apartado se describiran y presentaran los resultados de la sintesis de los puntos
de carbono. Adicionalmente, se presentaran los resultado de los ensayos de viabilidad
celular en lineas cancerosas U87 y MCF-7.

4.1. Sintesis de puntos de carbono a partir de acido citrico por reaccion
microondas

El método por microondas para la sintesis de puntos de carbono, es una de las técnica méas
utilizadas, garantizando efectividad a una alta velocidad. El microondas (bottom up) actta
con radiacion electromagnética, donde las moléculas polares tienen la capacidad para
absorber la radiacion y convertirla en calor mediante calentamiento dieléctrico[67]. Para la
sintesis de CD se utiliz6 como precursor organico de carbono el acido citrico (acido 2-
hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico), que presenta tres grupos carboxilo (-COOH), los cuales
juagaron un rol en la generacion de la fluorescencia emitida por los CD. Su estructura
molecular se muestra en la Figura 7.

OH )

O OH
OH

Figura 7. Estructura molecular del acido citrico.

Una mezcla de etanol 99% y N,N-dimetilformamida (1:1 vol:vol) fue utilizada como solvente
para la reaccion. El etanol es un tipo de disolvente comun, con un punto de ebullicién bajo
qgue al superar su punto de ebullicion, genera un incremento de presién en el reactor
microondas, favoreciendo la formacion de CD (Figura 8). El solvente N, N-dimetilformamida
(DMF) es un compuesto organico ampliamente utilizado como fuente de carbono y fuente
de hidrégeno [66] En el proceso de formacion de los CD puede ser fuente de atomos de
nitrdgeno que pueden ser incluidos en la estructura de los CD, lo cual se traduce en la
generaciéon de centros activos para fluorescencia (Figura 9).

H H O
|
H H CHj

Figura 8. Estructura molecular Figura 9. Estructura molecular
del etanol. del dimetilformamida.
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El resultado de la sintesis fue expuesta a luz ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm
emitiendo una fluorescencia azul, de esta forma confirmando la presencia de especies
fluorescentes a base de carbono (Figura 10).

Figura 10. Solucion resultante de la sintesis de los puntos de carbono (4cido
citrico, etanol y dimetilformamida) bajo radiacion con luz UV (Aexc =365 nm).

Posterior al proceso de secado se obtuvo una masa de 191.6 mg de CD (Figura 11A). Los
puntos se dispersaron en 1.27 mL de DMEM (concentracion 150 mg/mL). En la figura 11B
y C se muestran los CD obtenidos después del proceso de secado y dispersos en DMEM
respectivamente. Es importante mencionar que el proceso de dispersiéon de los CD en el
medio requirié de constante agitacién mecéanica y control de la fluorescencia para asegurar
la completa dispersién de los CD en el medio.

Figura 11. A. Puntos de carbono obtenidos después de secado; B. Puntos de carbono bajo radiacion con luz
UV (Zexc =365 nm); C. Puntos de carbono en proceso de dispersién con medio DMEM bajo radiacion con luz
uv (ﬁexc =365 nm).

4.2. Evaluacion del impacto de los puntos de carbono sintetizados sobre
la citotoxicidad en lineas celulares U87 y MCF-7

La evaluacion de la citotoxicidad de los CD se realizé por medio de dos ensayos: MTT y

Azul Tripan. El ensayo de MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, se
fundamenta en conocer la viabilidad midiendo la actividad metabdlica de las células;
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especificamente evaluando la capacidad de reduccién mitocondrial que convierte la sal de
tetrazolio MTT a cristales de formazan por parte de las células vivas; esto es posible gracias
a un complejo proteico de la membrana interna de la mitocondria (succinato
deshidrogenasa), organulo de la célula encargado de la actividad metabdlica. Para medir la
viabilidad por medio de la absorbancia colorimétrica es importante disolver los cristales de
formazan en DMSO y de esta forma obtener una medicion homogénea, resultando un color
violeta (Figura 12).

Figura 12. Caja x 96 pozos para ensayo MTT con las dos lineas celulares al agregar DMSO (disolvente de los
cristales de formazan) genera un color violeta.

La absorbancia colorimétrica se toma a una excitacion de longitud de onda de 560 nm. Al
hacer la resta con el fondo de 670 nm y eliminar el ruido se obtienen los datos
correspondientes de la absorbancia, la cual es proporcional a la actividad metabdlica de las
células. Estos datos pueden ir de 0 a 1, siendo 1 el numero que representa como el 100%
de viabilidad y 0 el que representa la muerte celular, es decir, 0% de viabilidad. Estos
porcentajes son en funcion de la actividad mitocondrial de la célula; lo que nos lleva a
entender que si hay alta actividad metabdlica, méas alta es la viabilidad celular, pero si hay
una baja actividad mitocondrial se estima que la célula este induciendo muerte celular.

En la figura 13 se observan los resultados del ensayo de MTT para medicién de viabilidad
celular de lalinea U87 después de incubar en presencia de puntos de carbono por 24 horas.
El porcentaje de viabilidad fue superior a 89% en concentraciones 50, 125, 250 y 500 ug/mL
de CD. Dentro de los resultados obtenidos se evidencia que en todos los casos se presenta
una desviacién estandar grande. Los resultado de las pruebas de normalidad para todas
las condiciones dieron paramétricas (p>0.05). Se realizé la prueba ANOVA con el fin de
analizar los datos obtenidos. Los resultados estadisticos no presentan diferencias
significativas con el control negativo (0 ug/mL), pero si la presentan con el control positivo
(H,0,)(*) lo que da a entender que no hay un efecto citotéxico de los puntos de carbono en
la linea celular U87. El calculo de los limites de la prueba de significancia se realizaron al
nivel p=0.05.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad de linea celular U87 evaluado por ensayo MTT.

En la figura 14 se ve el porcentaje de viabilidad celular 24 horas después de inocular los
puntos de carbono en el cultivo celular de la linea celular MCF-7 realizado por ensayo MTT.
El porcentaje de viabilidad de las concentraciones de 50, 125 y 250 ug/mL de CDs se
encontraron por encima del 76 %; estos valores reflejaron desviaciones estandar elevadas.
La concentracion de 500 ug/mL tuvo un porcentaje de viabilidad del 60% y desviacion
estandar de 17.79. En cuanto a los resultados, se realiz6 prueba de normalidad y se
procedié a la prueba estadistica ANOVA, donde se identific6 que hay una diferencia
significativa (*) entre el peréxido de hidrogeno y las demas condiciones (p=0.001); pero no
se evidencia distincién entre las concentraciones y el control negativo.
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Figura 14. Porcentaje de viabilidad de linea celular MCF-7 evaluado por ensayo MTT.

El método AT se conoce como ensayo de exclusién, ya que la membrana de las células
vivas son selectivas y no le permiten el ingreso al colorante AT a diferencia de las células
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muertas. De esta forma el ensayo de AT nos permitié determinar estimaciones del nimero
de células vivas, células muertas, el total de las células y el porcentaje de viabilidad celular
(U87 Y MCF-7). Los resultados de los ensayos de viabilidad celular por el método de Azul
Tripdn para las lineas celulares U87 y MCF-7 se muestra en la figura 14 y 15
respectivamente.

En la figura 15 se puede observar el porcentaje de viabilidad celular de U87 después del
tratamiento con CD por 24 horas. En este ensayo se obtuvo alta viabilidad de la linea U87
en funcién de la concentracion de CD, con un porcentaje superior al 98% para todas las
concentraciones. Con respecto a el peréxido de hidrogeno (H,0,), el cual es el control
positivo, se obtiene una diferencia significativa con respecto al control negativo y a las
cuatro concentraciones estudiadas. Después del analisis estadistico, los resultados
confirmaron la baja toxicidad de las concentraciones de 50-500 ug/mL frente al control y la
diferencia significativa del perdéxido de hidrogeno (*) con relacién a los demas datos
(p=0.001).
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Figura 15. Porcentaje de viabilidad de linea celular U87 evaluado por ensayo Azul Tripan.

En la figura 16 se presenta el porcentaje de viabilidad celular de MCF-7 después de la
exposicion a los puntos de carbono por 24 h. En este ensayo se observa una baja
citotoxicidad de los CD frente a la linea celular, pues el porcentaje de viabilidad de las MCF-
7 por ensayo de AT en concentraciones 50, 125, 250 y 500 ug/mL de CD fue superior a
90%. El perdxido de hidrogeno (H,0,) fue el control positivo en este caso, siendo el Unico
que realmente tuvo una diferencia con respecto a las concentraciones estudiadas. Los
resultados estadisticos se realizaron con la prueba ANOVA en donde se confirma la
diferencia significativa del peréxido de hidrogeno (*) con los demas datos (p=0.0011), pero
ademas identifica una diferencia significativa de la concentracion 125 ug/mL con respecto
a el control negativo y la concentracion de 500 pug/mL.

26



MCF-7

150
100 H

I

T
> ) o
SHI =L R P

& &
Cep (ng/mL)

% Viabilidad celular

<

Figura 16. Porcentaje de viabilidad de linea celular MCF-7 evaluado por ensayo Azul Tripan.
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5. DISCUSION

Los ensayos de citotoxicidad son necesarios para evaluar la respuesta de farmacos o en
este caso puntos de carbono frente a lineas celulares para identificar si un tratamiento es
viable. En este trabajo se estudio el efecto de los puntos de carbono sintetizados a partir de
acido citrico, etanol y N,N-dimetilformamida sobre la citotoxicidad evaluada por dos tipos
de ensayos de viabilidad celular (MTT y Azul Tripan) en lineas celulares derivadas de
glioblastoma (U87) y cancer de mama (MCF-7).

En la sintesis de los puntos de carbono por microondas se destaco la eficiencia de este
método al conducir a velocidades elevadas la reaccion en comparacion a otros métodos
convencionales [68]. En la disolucién de los puntos de carbono con medio se identifico un
color verde-amarillo fluorescente. Esto se debe a que el medio cuenta con un compuesto
llamado rojo fenol, el cual es un indicador de pH y ayuda a proteger el medio de la luz.
Debido a sus propiedades es altamente fluorescente y es excluido del medio de cultivo en
diferentes estudios para que no afecte resultados [69]. En el caso de este trabajo el rojo
fenol no se elimind, pues no era un inconveniente para los resultados, ya que no se
determinaron mediciones de fluorescencia.

A lo largo de los afios se han desarrollado diferentes estudios en los que se comprueba la
baja toxicidad y la biocompatibilidad que caracterizan a los puntos de carbono; pero de igual
manera se ha identificado que la toxicidad puede variar bajo distintos parametros como: el
precursor, origen del precursor, propiedades fisico-quimicas como lo es la conductividad
eléctrica, elasticidad, reducido peso, entre otras [70]. Dicho lo anterior, uno de los
parametros mas importantes para identificar si los puntos de carbono son adecuados para
aplicaciones biomédicas, es evaluar la citotoxicidad que los CD inducen frente a las células.
En esta oportunidad a las lineas celulares U87 y MCF-7 se les evaluo la viabilidad celular
por medio del ensayo colorimétrico MTT y de exclusibn Azul Tripdn después de ser
expuestas a diferentes concentraciones de CD por 24 horas. La prueba MTT es
ampliamente utilizada para evaluar el potencial toxico que tienen los puntos de carbono en
lineas celulares objetivo, al igual que Azul Tripan para conocer la viabilidad celular. La
importancia de evaluar estos parametros en las células tumorales es encontrar la respuesta
de las células a la exposicion de las CD. Esto para determinar si los puntos de carbono son
aptos como un nuevo tratamiento contra el cancer o logran llegar a ser un agente
complementario de un tratamiento ya existente como lo es la radioterapia, aprovechando
asi sus propiedades particulares.

Los resultados de MTT de la linea celular U87 registraron una alta viabilidad en las
concentraciones 0, 50, 125, 250 y 500 ug/mL de CD, ya que presentaron un porcentaje de
viabilidad superior a el 89%. En cuanto a los estudios estadisticos que se realizaron, se
confirma la baja citotoxicidad de las distintas concentraciones, ademas indicando que no
existia una diferencia significativa entre las concentraciones. En este ensayo se puede
analizar que al tener un control negativo con porcentaje de viabilidad cercano al de las
concentraciones de CD, se puede decir que la presencia de puntos de carbono no tuvo
efecto de citotoxicidad en las células.

Los resultados de MTT de la linea celular MCF-7 tuvieron mayor variabilidad en
comparacion de la linea U87. En MCF-7 se encontré que la concentracion de 125 ug/mL
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favorece la viabilidad con un 97%. Respecto a las concentraciones de 50 y 250 ug/mL se
encontré una similitud con porcentajes de 76% de viabilidad (76+57); posicionando a la
concentracion de 500 ug/mL con el menor porcentaje de viabilidad siendo de 60% (60+17).
En el andlisis estadistico se encontré que la mayor toxicidad fue por parte del peroxido de
hidrégeno, el cual tuvo una diferencia significativa respecto a las demas concentraciones
(p=0.001). No se registrd diferencia significativa entre las concentraciones y el control
negativo. De acuerdo con los resultados encontrados y entendiendo que existe una gran
variabilidad entre los datos de las réplicas técnicas, se piensa en dos hipoétesis la primera
es gque se le confiere a una falta de rigurosidad con los procedimientos experimentales con
los cultivos celulares, es decir, una mala manipulacién con la densidad de células sembrada
por pozo. La segunda es que este tipo de ensayos no permiten medir la eficiencia de
sembrado, ya que puede existir un efecto en que no todas las células sembradas se
pudieron adherir. Lo cual podria explicar las inconsistencias en los valores de desviacién
estandar obtenidas.

Los resultados de AT de la linea celular U87 favorecieron la viabilidad en todas las
concentraciones teniendo porcentajes superiores a 98%. El control positivo tuvo una mayor
viabilidad con respecto al ensayo de MTT. Sin embargo, tuvo una gran diferencia con las
demas concentraciones estudiadas. Los estudios estadisticos corroboran la diferencia
significativa que tiene el peréxido de hidrogeno respecto a las concentraciones. Se analiza
con estos resultados que la presencia de los puntos de carbono no afecta la viabilidad
celular en el caso de la linea celular U87. Es importante mencionar una de las
caracteristicas que destacan a los glioblastoma, lo cual es su resistencia a la muerte y ante
el estrés oxidativo que induce el H.Olas U87 pueden ser mas resistentes que otro tipo de
célula [71]. Esto lo podemos corroborar en el ensayo de AT y en el ensayo de MTT,
encontrando una alta viabilidad en las dos pruebas de U87; por otra parte siendo superior
la viabilidad de U87 que la de MCF-7 en los dos ensayos de citotoxicidad.

En el ensayo de AT de la linea celular MCF-7 se identifica porcentajes superiores a un 90%
(94+2) de viabilidad en todas las concentraciones y una baja viabilidad celular con un 26%
en el peroxido de hidrogeno. Respecto a los analisis estadisticos se confirma la citotoxicidad
de H,O, con respecto a las demas concentraciones, sin embargo, también se precisa una
diferencia significativa entre el control negativo y la concentracion 125 ug/mL, al igual que
la concentracién de 500 ug/mL y la de 125 ug/mL. Esto quiere decir que se obtuvo una
viabilidad menor en el control negativo y en concentracion de 500 ug/mL a comparacion de
125 ug/mL. Con esto se piensa que al tener desviaciones estandar tan pequefas cualquier
diferencia que se encuentre en las medias va a resultar como una diferencia significativa.
Lo que da a concluir que poca variabilidad en los datos que se estan viendo diferencias
estadisticamente significativas no necesariamente tiene una significancia biologica. Por lo
que se puede decir que los puntos de carbono no son citotoxicos para las lineas U87 y
MCF7.

Dado a la variabilidad de los resultados de MTT no es adecuado comparar los resultados
de azul Tripan con los de MTT, pues en ambos casos se comportan de forma independiente.
Primero el ensayo de viabilidad celular MTT es en funcion de la actividad metabdlica y el
ensayo de azul Tripan es en funcién de muerte celular. Segundo, el ensayo de MTT tuvo
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dos replicas bioldgicas, por triplicado; el ensayo de azul Tripan tuvo una replica biolégica,
por triplicado. Por otro lado, los resultados de las dos replicas bioldgicas de MTT (U87)
fueron significativamente diferentes. Esto quiere decir que al tener mas datos pero con
errores estandar muy grandes, hacen que este ensayo sea minimamente confiable. Si se
comparan individualmente las respuestas a los ensayos en las dos lineas celulares, se ve
una mayor viabilidad de las U87 en los dos ensayos que de la linea celular MCF-7. En
cuanto a la literatura se evidencia que las dos lineas celulares utilizadas para este trabajo
son unas de las lineas que mas se implementan en estudios biolégicos en desarrollo a
tratamientos[72].
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6. CONCLUSIONES

Se obtuvieron puntos de carbono por medio de reaccién microondas (bottom up) a partir de
acido citrico, etanol y N,N-dimetilformamida. La fluorescencia emitida por los puntos fue de
color azul bajo irradiacién con luz ultravioleta de 365 nm. Se estudio el efecto de los puntos
de carbono sobre la citotoxicidad en las lineas celulares U87 y MCF-7, en donde se vio una
alta viabilidad de las dos lineas celulares frente a los CD en ensayo de Azul Tripan y baja
citotoxicidad en las dos lineas celulares en ensayo MTT.

En relacién a la literatura encontrada se puede decir que los puntos de carbono cuentan
con caracteristicas especiales que los hacen 6ptimos para aplicaciones medicas. En
especial segun lo estudiado se ven los puntos de carbono como una propuesta novedosa
en la radioterapia. Su baja citotoxicidad evidenciada en este trabajo, su facilidad para
modular propiedades superficiales y su biocompatibilidad hacen que los CD sean
potencialmente investigados.

Los alcances de este trabajo se vieron afectados por la disponibilidad de laboratorios debido

a la situacién que se esta viviendo de salud publica a nivel global. Por este motivo no se
realizaron mas replicas bioldgicas, reduciendo la posibilidad de resultados mas objetivos.
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7. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Las recomendaciones para un futuro trabajo, primero es el incluir diferentes tiempos de
exposicion con puntos de carbono, es decir, inocular puntos de carbono a linea celular en
24, 48 y 72 horas, pues solo evaluar la citotoxicidad en 24 horas no es representativo para
un ensayo de este tipo; de esta forma adquirir resultados mas congruentes para dar una
respuesta mayor seguridad en cuanto si los CD son realmente viables independiente del
tiempo. Por otro lado, se recomienda hacer varias replicas biolégicas con el mismo fin
anteriormente explicado.

En cuanto a un futuro trabajo con puntos de carbono es interesante caracterizar los CD y
someterlos a diferentes pruebas de verificacion de la captacion de células para ver su
potencia como agente complementario en radioterapia.

Es importante realizar estudios de citotoxicidad en lineas celulares sanas, garantizando la
viabilidad celular de tejido adyacente a las células cancerosas.
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