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RESUMEN

El uso de matrices poliméricas capaces de transportar farmacos selectivamente es una apuesta
favorable. El 6xido de grafeno posee la capacidad de interaccionar con gran diversidad de
moléculas de forma covalente o no covalente. La funcionalizacién del 6xido de grafeno con
lactosa, le permite interaccionar con receptores especificos para este carbohidrato y abre la
posibilidad de transportar farmacos selectivamente a tejidos diana. En este contexto, los
hepatocitos en el carcinoma hepatocelular presentan gran cantidad de receptores de
asialoglicoproteinas, los cuales reconocen especificamente a la galactosa, carbohidrato
presente en la lactosa. En este trabajo modificamos 6xido de grafeno (OG) con lactosa, para
obtener éxido de grafeno lactosilado (OGAL). Posterior a su sintesis, se evalud la glicacion de
OG con lactosa mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) y para
determinar la integridad de la galactosa presente en la lactosa. También se realizaron ensayos
de biorreconocimiento usando la aglutinina | de Riccinus comunis (RCA). Posteriormente se
evalué la citotoxicidad mediante la técnica de MTT y ensayos de bioreconocimientos en células
hepaticas. Los resultados sugieren que el 6éxido de grafeno lactosilado es un potencial

nanovector para el transporte de farmacos dirigidos al carcinoma hepatocelular.

vii



1. INTRODUCCION

La convergencia de la nanotecnologia con otras disciplinas como la ciencia de los materiales,
la biologia celular, farmacéuticay medicina, han generado un gran impactado en
el diagndstico y tratamiento de enfermedades, principalmente el cancer (Kumor y cols., 2013).

El uso de 6xido de grafeno (OG) ha generado gran interés en el campo de la nanotecnologia,
gracias a su estructura bidimensional capaz de inmovilizar un gran numero de moléculas. El OG
muestra estabilidad coloidal principalmente en solucién acuosa y posee grupos funcionales que
sirven como sitios de modificacién quimica o funcionalizacion, que a su vez puede emplearse
para interaccionar con diversos farmacos a través de enlaces covalentes o no covalentes (Chen
y cols., 2010). Por lo anterior, el uso de OG en biomedicina proporciona oportunidades como un
potencial transportador de farmacos, principalmente anticancerigenos (Liu y cols., 2015).
Publicaciones recientes han informado que la funcionalizacién del OG con derivados de lactosa
es un potencial transportador de doxorrubicina, un anticancerigeno de amplio espectro para el
carcinoma hepatocelular (CHC) (Cao y cols., 2015). EI empleo de lactosa como ligando es
debido a que las células hepéticas tienen una alta expresion del receptor de asialoglicoproteina
(RAGP) (500,000 RAGP por hepatocito), el cual es practicamente exclusivo del higado (D'
Sousa y Devarajan, 2015).

Usando esta informacion, se ha planteado utilizar al OG lactosilado como transportador de
farmacos antitumorales para tratar el CHC. Sin embargo, aun no se cuenta con suficiente
informacién para poder concluir lo anterior. Por ello se busca realizar mayor investigacion,
desde la caracterizacion de OG funcionalizado, la evaluacién del biorreconocimiento especifico
por los RAGP’s, descartando reconocimiento con células libres de RAGP’s. De esta manera,
apoyar al conocimiento cientifico factibilidad del uso de este nanomaterial en la farmacologia
contra el CHC (Moghimi y cols., 2005, Cao y cols., 2015).



2. HIPOTESIS

La modificacién de éxido de grafeno con lactosa promovera el bioreconocimiento especifico de

los receptores de asialoglicoproteinas de células provenientes de CHC (HEPG2).



3. OBJETIVOS
Principal:

+ Sintetizar y caracterizar 6xido de grafeno lactosilado (OGAL) para el reconocimiento

especifico en un modelo In vitro de carcinoma hepatocelular.
Particulares:

+ Sintetizar OG mediante exfoliaciébn acida de grafito y lactosilarlo mediante glicacion

térmica.

+ Caracterizar 6xido de grafeno lactosilado (OGAL) mediante espectroscopia infrarra por
transformada de Fourier (FT-IR), microscopia de fuerza atémica (AFM), microscopia
electronica de barrido con detector EDS (SEM-EDS) y ensayo con lectina ligando a
enzima (ELLA).

4+ Evaluar el efecto citotdxico del OGAL en la linea celular HEPG2 mediante MTT.

+ Evaluar la interaccion especifica del OGAL con la linea celular HEPG2 mediante un
ensayo de biorreconocimiento, competencia e inhibicibn con microscopia confocal

fluorescente.



4. ANTECEDENTES

4.1 Nanotecnologia en la farmacologia

La nanotecnologia es un campo emergente que tiene un gran impacto en areas como
electrénica, materiales y especialmente medicina (Mnyusiwalla y cols., 2003). La
nanotecnologia aplicada a la medicina, también conocida como nanomedicina se encuentra en
busqueda del diagnéstico, monitoreo y control de sistemas biolégicos. Sin embargo,
actualmente se enfoca en desarrollar nuevos tratamientos farmacolégicos (Moghimi y cols.,
2005). Esto consta del disefio y formulacion de nanomateriales, los cuales estan revolucionando
la industria farmacéutica. Los nanomateriales son compuestos coloidales que varian en tamafo
de 1 a 1000 nm (1 ym), a pesar de esto, los mas usados en la farmacéutica se encuentran
alrededor de 100 nm o menos (Bobo y cols., 2016). Los nanomateriales ofrecen la posibilidad
de transportar farmacos poco solubles, proteger las moléculas terapéuticas, y modificar su
distribucién en tejidos. De hecho, se espera que la nanotecnologia en la farmacéutica
represente un avance significativo en el desarrollo de tratamientos de diversas enfermedades,

especialmente el cancer (Hirsjarvi y cols., 2011).

4.1.1 Sistemas con liberacién controlada

En la actualidad, los sistemas de liberacién de farmacos han evolucionado con el fin de
proporcionar beneficios al paciente (Rojas y cols., 2016). La nanomedicina propone que la
entrega de farmacos sea de forma controlada, evitando las desventajas de la terapia tradicional.
Esta terapia tiene una distribucién sistémica que puede provocar efectos no deseados, entre
ellos, alcanzar concentraciones toxicas en sangre y diluirse drasticamente en circulacion
(Liechty y cols., 2010). La falta de control de la distribuciébn en el organismo de los
medicamentos administrados, provoca que varios tipos de enfermedades, entre ellas, el cancer,
no se trate adecuadamente o no sean eficientes (Hirsjarvi y cols., 2011).

Los sistemas con liberacion controlada permiten transportar mdltiples farmacos dentro de
matrices poliméricas, y a su vez controlar su liberacion (Wang y cols., 2010). Estos sistemas
representan una serie de ventajas frente al tratamiento convencional, debido a que poseen la
capacidad de actuar mas tiempo sobre células especificas, sin alcanzar concentraciones téxicas
y por ende disminuir los efectos secundarios (figura 1) (Rojas y cols., 2016). En este sentido, los
nanomateriales ofrecen una plataforma innovadora en la entrega de farmacos revolucionando la

industria farmacéutica (Hirsjarvi y cols., 2011; Rojas y cols., 2016).
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Figura 1. Comparacién de un sistema de liberacion controlada de farmaco contra sistema de
administracion convencional (Liechty y cols., 2010).

4.1.2 Matrices poliméricas para transporte de farmacos

El uso de matrices poliméricas posee una gran cantidad de aplicaciones en los sistemas con
administracién controlada. Existen varios tipos de nanoestructuras poliméricas para el
transporte y liberaciéon de farmacos (figura 2). Se han usado matrices poliméricas, tanto
sintéticas como naturales en la elaboracion de nanomateriales biodegradables (Kamaly y cols.,
2016). Entre los polimeros naturales estan la albumina, gelatina, alginato, colageno y quitosano
(Panyam y Labhasetwar, 2003).

Nanoesfera

Figura 2. Representacion de nanoestructuras para el transporte y liberacion de farmacos (Liu,
2015).



En el caso de los sintéticos, los mas utilizados para elaborar nanocompuestos incluyen los
copolimeros de poliacrilatos, policaprolactonas y OG (Panyam y Labhasetwar, 2003, Cao y
cols., 2015). Este ultimo, tiene la ventaja de sostener la liberacion del agente terapéutico
encapsulado durante un mayor periodo en comparacién con los naturales, por ello, su amplio

uso en la farmacologia (Kamaly y colsl., 2016).

4.1.3 Oxido de grafeno funcionalizado

El uso de nanomateriales a base de grafeno supone una amplia gama de aplicaciones
biomédicas relacionadas como agente terapéutico en modelos In vitro e In vivo (McCallion y
cols., 2015). ElI OG posee gran capacidad de interaccionar con diversas sustancias debido a su
estructura planar bidimensional. Esta propiedad permite que el OG se considere un buen
material para una amplia gama de aplicaciones en la farmacologia (Liu y cols., 2013). Por otro
lado, la funcionalizaciéon del OG con moléculas que promuevan la selectividad hacia receptores
de d6rganos, puede generar especificidad y eficacia terapéutica, asi como seguridad debido a la

disminucién efectos secundarios en el organismo (Cao y cols., 2015).

4.1.3.1 Estructura

El OG es una lamina atémica de grafito conformada por varios grupos funcionales oxigenados
en los bordes y planos basales, generando una estructura hibrida que contiene tanto los
estados 1 conductores de los dominios sp?, como también los estados o de los dominios de
carbono sp3 (Krishnamoorthy y cols., 2012; Loh y cols., 2010). Las regiones intercaladas con
carbonos sp3 hibridados, contienen grupos funcionales hidroxilos y epéxidos en la superficie
superior e inferior de cada hoja, mientras que los dominios sp2 contienen grupos carboxilos y
carbonilos principalmente en los bordes de la hoja (Stankovich y cols., 2006).

El OG exhibe una forma Unica bidimensional con morfologia planar que no encuentran en los
sistemas bioldgicos (Liu y cols., 2013). El OG es un precursor del grafito que esta constituido
covalentemente por grupos funcionales que contienen oxigeno, ya sea en el plano basal o en
los bordes, es decir, posee una mezcla de carbonos hibridados sp2 y sp3 (Loh y cols., 2010).
Los dominios sp3 en el OG se debe a la oxidacibn como resultado del arreglo de diferentes
tipos de grupos funcionales tales como hidroxilos, carbonilos, carboxilos y epoxilos. La
presencia de estos grupos oxigenados hace que el OG sea de naturaleza hidrdfila, es decir,
puede dispersarse facilmente en agua para formar suspensiones coloidales estables
(Stankovich y cols., 2006). Esto hace que el OG sea viable para funcionalizarlo con materiales

guimicamente similares (Veerapandian y cols., 2012).



La estructura atébmica de las peliculas del OG se asemeja a una hoja 2D, en su mayoria amorfa
con atomos de carbono donde algunos se encuentran unidos al oxigeno, en lugar de una
lamina de grafeno que solamente tiene oxidacion superficial (Figura 3) (Mkhoyan y cols., 2009).
El OG resulta ser un modelo ideal para estudiar de cerca su morfologia y estructura (Kou y
cols., 2011).

Grafeno Oxido de rafeno

Figura 3. Estructura quimica del grafeno y 6xido de grafeno (Liu., 2013).

4.1.3.2 Sintesis

El OG es producido por el tratamiento oxidativo del grafito a través de tres métodos principales:
Staudenmeier, Brodie y Hummers (Stankovich y cols., 2007). Estos, consisten en la generacion
de OG por la fuerte exfoliacién acida del grafito. Estos métodos se consideran eficientes para

producir laminas de OG.

] Oxidacion Exfoliacidn ]
Grafito » Grafeno #»  Oxido de rafeno

T

Figura 4. Proceso de obtencion de 6xido de grafeno (Liu., 2013).

Sin embargo, el método de Hummers es el de eleccion comun por ser sencillo y de bajo costo

(Long y cols., 2010). Para la generacion de OG se parte del grafito, el cual, por un proceso de



oxidacion se obtendra oxido de grafito. Después por medio de una exfoliacion &cida, el éxido
grafito pasa a OG (figura 4) (Chatterjeea y cols., 2015).

El método de Staudenmaier usa &cido nitrico fumante y &cido sulftrico concentrado. Una
limitante de este método es que su reaccion necesita un periodo de 4 dias (Chen y cols., 2013).
El método de Brodie consiste en una serie de pasos los cuales generan materiales con
diferentes grados de oxidacion (Talyzin y cols., 2017). Dicha reaccion usa acido nitrico fumante
a una temperatura de 0°C. Asi mismo, la reaccién dura aproximadamente 24 horas (Brodie,
1859). ElI método de Hummers es un proceso que se realiza en alrededor de dos horas
manteniendo una temperatura inferior a 45°C (Hummers y cols., 1958). Dicho método presenta

ventaja frente a las otras técnicas debido a que es el mas rapido (Cheny cols., 2013).

4.1.3.3 Propiedades

El OG posee una gran cantidad de propiedades, desde eléctricas, Opticas, térmicas hasta
biomédicas. Esto es debido a la existencia de grupos funcionales oxigenados en su estructura
(Chen y cols., 2012). Una de las propiedades mas atractivas del OG es que posee una
estructura porosa para transportar moléculas (Park y cols., 2007; Huang y cols., 2009). Ademas,
otras moléculas (ligandos) pueden interaccionar con sus grupos funcionales y asi
funcionalizarlo. Aunado a lo anterior, la suspensién coloidal en agua le confiere gran utilidad en
la biomedicina, principalmente la farmacologia, visualizandolo como un posible transportador de

farmacos contra el cancer (Mkhoyan y cols., 2009, Cao y cols., 2015).

4.1.4 Oxido de grafeno funcionalizado y su aplicacion en el cancer

Las diversas matrices poliméricas obtenidas de la funcionalizacion del OG se logran mediante
enlaces covalentes o no covalentes. El modelo de Lerf-Klinowski sugiere que los grupos
funcionales reactivos en el OG son cabonilo, hidroxilo, epoxi, carboxilo y éster. La mayoria de
funcionalizaciones ocurren en mas de un tipo de grupo oxigenado (Gao y cols, 2015). El OG
funcionalizado produce una nueva clase de nanocompuesto, estos tienen mejor solubilidad y
procesabilidad tanto en disolventes organicos y en agua. Ademas, la funcionalizacién disminuye
drasticamente el efecto toxico del OG. Las matrices poliméricas del OG funcionalizado tienen
gran capacidad de transportar moléculas activas. De hecho, publicaciones actuales reportan
funcionalizacion del OG con ligandos que tienen una receptor diana en el organismo. Esto, en la

farmacologia se espera que sea usado en terapias vectorizadas contra el cancer.



4.2. Hepatocarcinoma

El CHC es la neoplasia primaria de higado que ocurre mas frecuentemente (Forner y cols.,
2016). EI CHC afecta unicamente a los hepatocitos, formando tumores hipervascularizados
atreves del higado (Aguilar y cols., 2015). Aparece aproximadamente en el 80% de pacientes
con higados cirréticos. El 20 % restante se relaciona con infecciones cronicas por el virus de la
hepatitis B y C, el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas, obesidad, diabetes tipo

2, cirrosis alcohdlica y tabaquismo (Aguilar y cols., 2015).

4.2.1 Epidemiologia

El CHC es el sexto cancer mas comun en el mundo y la tercera causa de muertes relacionadas
con el cancer (Deng y cols., 2015; Aguilar y cols., 2015). Ademas, es un importante problema
de salud publica, ya que mas de 700 000 casos se diagnostican anualmente en el mundo (Bruix
y cols., 2014). EI CHC es uno de los pocos canceres cuya incidencia ha aumentado
continuamente en la Gltima década (Huang y cols., 2017). La incidencia del CHC, en la mayoria
de los paises tiene un nimero similar a los obtenidos en la tasa de mortalidad, esto nos indica

gue la falta de terapias efectivas es urgente (Aguilar y cols., 2015).

Su distribucion mundial es muy heterogénea y esta estrechamente relacionada con la
prevalencia de los diferentes factores de riesgo asociados al desarrollo del CHC (Forner y cols.,
2016). La incidencia es maxima en el Sudeste Asiatico y Africa, mientras que en Europa y
América la prevalencia es mucho menor. En Estados Unidos es la novena causa de muerte por
cancer (Forner y cols., 2016, Balogh y cols., 2016).

En México se ha observado un incremento en la incidencia del CHC desde hace varias
décadas. Globocan y el consenso mexicano de diagnéstico y manejo del CHC han reportado
una incidencia de aproximadamente 6 mil casos y una mortalidad similar (Uribe y cols., 2010;
Ledn y cols., 2011). La mayor mortalidad se observé casi exclusivamente en poblaciones de 60
afios o mas, presentando una incidencia de 45 casos por cada 100,000 habitantes, con una
tasa de mortalidad similar en hombres y en mujeres (Méndez y cols., 2008; Gonzélez y
Sanchez, 2014). El CHC es un tipo de cancer mortal debido a las alteraciones a nivel tisular e
incluso molecular, generando un dafio practicamente irreparable y una tasa de mortalidad muy

alta con una baja esperanza de vida.



4.2.2 Alteraciones tisulares en el CHC

En el CHC, el higado exhibe nddulos regenerativos de tamafios mayor a 1 cm, que resultan de
una proliferacion descontrolada de hepatocitos (Balogh y cols., 2016). Ademas de los
hepatocitos, el tumor de CHC esta formado por células estromales, incluidos fibroblastos,
macroéfagos, linfocitos y adipocitos. Cada tipo de célula tiene sus propias funciones y todas
estan incrustadas en la matriz extracelular compuesta de coldgeno y proteoglicanos, que

proporciona una matriz hidratada para apoyar el crecimiento tumoral.

Los hepatocitos tumorales requieren mayor cantidad de energia y sustrato para la sintesis de
novo de nucleétidos, lipidos y proteinas para una rapida proliferacion, por lo tanto, es necesaria
la hipervascularizacion (Ebrahimkhani y cols., 2014). En el tumor de CHC se presentan vasos
sanguineos con diametros y estructuras irregulares. Estos estan compuestos de células
endoteliales, células murales y membranas basales (Ebrahimkhani y cols., 2014). Sin embargo,
algunas regiones focales incluso carecen de células endoteliales 0 membranas basales,
aumentando la permeabilidad, generando el aumento de la permeabilidad y retencién (EPR por

sus siglas en inglés) (Ebrahimkhaniy cols., 2014).

Tumor ’ { ﬂ \9

100-800 nm

Macromolécula

&e
<) “vo! <

Figura 5. Representacion esquemética del aumento de la permeabilidad y retencion (EPR)
(Ebrahimkhani y cols., 2014).
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El efecto EPR fue descrito por primera vez por Al-Meda en 1986. El EPR es una propiedad por
la cual particulas grandes, incluyendo proteinas, macromoléculas, liposomas, micelas y otras
particulas solubles tienden a acumularse y prolongar su tiempo de retencién en los tejidos
tumorales mucho mas que en los normales. La razén de este fendbmeno es la vasculatura
tumoral hiperpermeable. Las macromoléculas en el rango de tamafio de 20-200 nm tienden a
penetrar dentro del espacio intersticial debido a las células endoteliales defectuosas mal
alineadas. Ademas, la eliminacion de las macromoléculas del espacio intersticial del tejido
tumoral tiende a ser lenta debido a la escasez de drenaje linfatico en el tejido tumoral (figura 5)
(Danhier, 2016).

4.2.3 Alteraciones moleculares en el CHC
Los hepatocitos presentes en el CHC sobreexpresan diferentes receptores presentes en su

membrana celular (Ebrahimkhani y cols., 2014).

CD+- RAG Receptor  RTY RAGE GFR Integrina
de biotina

Figura 6. Receptores sobre-expresados en el CHC (Liu y cols., 2016).

En la figura 6 se muestran los mas importantes, entre ellos, el receptor de acido glicirretinico
(RAG), integrinas, receptor de transferrina (RTf), CD™, receptor de biotina, receptor de factor de
crecimiento (GFR, por sus siglas en inglés) y el RAGP. Sin embargo, este ultimo es el que
predomina en abundancia e importancia, por encima de los demas (D’Souza y Devarajan, 2015;
Wang y cols., 2015).

4.2.3.1 Receptor de asialoglicoproteinas
El RAGP o también conocido como "receptor Ashwell-Morell", fue la primera lectina de

mamifero que se identific6. Fue descubierta por Ashwell, Morell y sus colaboradores en los
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afos sesenta durante sus estudios sobre el metabolismo de las glicoproteinas plasmaticas en
mamiferos (Huang y cols., 2017).

4.2.3.1.1 Expresion

El RAGP se expresa en los lados basales de los hepatocitos. Se ha reportado que contienen
500 000 receptores por hepatocito (Liu y cols., 2017). También se ha encontrado en células
extrahepaticas como monocitos, macrofagos peritoneales, espermatozoides y células
intestinales en humanos (D’Souza y Devarajan, 2015). A pesar de eso, su expresion no es

significativa comparada con los hepatocitos.

4.2.3.1.2 Estructura

La estructura del RAGP varia en algunos seres vivos. En el caso de los humanos, tiene dos
subunidades de 50 kDa (H1) y una de 46 kDa (H2) (Figura 7) (Huang y cols., 2017). Tienen el
dominio citoplasmético muy corto, con un amino terminal. La regién del tallo consistente en
repeticiones de estructuras en espiral helicoidal (Grewal, 2010). El tallo une la membrana de la

region donde se lleva a cabo la sefial, los dominios de reconocimiento de carbohidratos (CDRS).

Galactosa
15-25 A
Dominio de LT T T T T
reconocimiento de :
carbohidratos
/‘ H2
HA1
Region de tallo

Dominio
transmembrana
T

Dominio

r 4 N\ citoplasmatico

Figura 7. Representacion esquematica de la estructura y relacion geométrica del sitio de union
del RAGP (Huang y cols., 20172 modificado).

En los CDR se encuentra un centroide que esta formado por los aminoacidos acido aspartico

241, acido aspartico 265, asparagina 264, acido glutamico 252, glutamina 239 y triptéfano 243.
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Este es el sitio de unién al ligando, donde se forman puentes de hidrégeno de los grupos 3-vy 4-
hidroxilo de galactosa. Ademas, existe una interaccion hidréfoba con d&tomos C3, C4, C5y C6
pertenecientes al triptéfano 243 de RAGP, que le confiere estabilidad a la interaccion con la

galactosa (D’'Souza y Devarajan, 2015).

4.2.3.1.3 Union ligando - receptor

Factores como las formas isoméricas del carbohidrato, la densidad, ramificacién y enlaces de
galactosa son clave en la interaccién con el RAGP (D’Souza y Devarajan, 2015). En el caso de
las formas isoméricas, es importante que se presente en D-galactosa, debido a que, en el caso
de su is6mero, L-galactosa, no formarad los puentes de hidrogeno y las interacciones
hidrofébicas correctas con el RAGP. Con respecto al segundo factor, entre mayor densidad de
superficie de galactosa se asocia con mayor fuerza de unién. Esto es debido a que el receptor
tiene tres CDRs, por lo tanto, tres sitios de union al ligando. Por ello, entre mas densidad de
galactosa, mas posibilidad de interaccionar. Ocurre algo similar con ligandos ramificados con
galactosa, existe mas posibilidad de unién. En el caso de los enlaces de galactosa, se ha
reportado que los B-Gal (B1-4) tienen mayor afinidad que otros tipos de enlaces. Se observo
que los a-Gal (a1-3) disminuye la afinidad de 50 a 250 veces en comparacion al f1-4 (Grewal,
2010; D’Souza y Devarajan, 2015).

4.2.3.1.4 Ligandos del RAGP

Los ligandos basados en carbohidratos exhiben una alta afinidad al RAGP. Arabinogalactano
(AG), un polimero a base de galactosa y pululano, un polimero a base de glucosa, se
encuentran entre los ligandos de carbohidratos ampliamente estudiados para la vectorizacion
mediada por RAGP. Sin embargo, la lactosa ha demostrado tener mayor afinidad, especificidad
y avidez al receptor que otros ligandos debido a que su estructura cumple con los factores clave

en la interaccion con el RAGP (Grewal, 2010; D’'Souza y Devarajan, 2015).

4.3. Oxido de grafeno modificado con lactosa y potencial terapéutica hacia CHC

La vectorizacion de un farmaco utilizando un transportador unido a un ligando que sera
reconocido por el RAGP esta revolucionando el tratamiento del CHC (Peer y cols., 2007).
Actualmente se reconoce que el uso de transportadores de farmacos vectorizados puede
contribuir significativamente a crear terapias mas efectivas, mejorando el resultado clinico
(Bertrand y cols., 2014).

Existen publicaciones donde se reporta que el OG funcionalizado con derivados de la lactosa es

un potencial transportador de farmacos con vectorizacion activa hacia CHC (Ebrahimkhani y
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cols., 2014). Entre ellas se encuentra la publicacién de Cao y cols. (2015), donde demostraron
que el 6xido de grafeno funcionalizado con quitosano lactosilado (OG-QL) transporta de forma
correcta al farmaco anticancerigeno. También observaron que OG-QL tiene biorreconocimiento
especifico a la linea celular de CHC QGY-7703. Esta informaciéon demuestra que la lactosa o
derivados de la misma, puede ser un excelente ligando para el direccionamiento del OG a las
células de CHC, y de esta forma, ser un acarreador de farmacos vectorizados al sitio del tumor
hepatico. Sin embargo, para apoyar lo anterior se necesitan mas estudios donde se evalué con
la linea celular HEPGZ2, las cuales son células de CHC que expresan también RAGP. Ademas,
el sintetizar OG lactosilado de manera mas eficaz y eficiente para obtener mayor rendimiento y
efectividad.
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5. METODOS

5.1 Oxidacion de grafito

La oxidacion del grafito fue llevada a cabo mediante el método de Hummers modificado (Botas
y cols., 2012). Brevemente, se afiadié una mezcla grafito (0.25 gr), nitrato de sodio (0.25 gr) y
15 mL de &cido sulfdrico concentrado. Dicha mezcla fue llevada a una temperatura de 0°C. A
continuacién, se afiadi6 lentamente 1.2 gr de permanganato de potasio a una temperatura de
reaccién menor a los 20°C, obteniendo 6xido de grafito (Botas y cols., 2013). La purificacion del
oxido de grafito se realiz6 usando una solucidon de hidroxido de sodio y posterior lavado con
acido clorhidrico y finalmente con agua (Thomas y cols., 2013).

La solucién resultante fue sometida a agitacion mecénica a una temperatura de 35°C durante
60 min, para posteriormente afadir lentamente 5 mL de peréxido de hidrogeno al 3%. Dicha
reaccion genero un gran efecto exotérmico alcanzando una temperatura de alrededor de 73°C.
A la mezcla final se le adicion6 25 ml agua milli-Q para posteriormente ser centrifugada (10,000
rpm, 5 min, 15°C) realizando asi los lavados de la muestra y conseguir un pH neutro.

5.2 Exfoliacién de 6xido de grafito

Para la exfoliacion de la solucion de 6xido de grafito reducido se adicionaron 20 mL de agua
mili-Q para posteriormente ser sometida a ultrasonicacion durante 15 min/ 30 pulsos y amplitud
del 35%. La suspensién se centrifug6é a 10, 000 rpm durante 5 min a 15°C. El precipitado y el
sobrenadante obtenido fue deshidratado en una estufa durante Xdias manteniendo una

temperatura de 60°C.

5.3 Lactosilacion del 6xido de grafeno

Seguido de la obtencién del OG, se procedid a realizar la glicacion térmica con lactosa como
reporta (Sarabia-Sainz y cols., 2011). Brevemente, se pesaron 50 mg de OG por triplicado a
quienes se les adicionaron 30 mL de etanol. Se afiadieron 50 uL de 3-aminopropil trietoxisilano
(APTES) manteniéndolo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 hrs.

Se realizarén lavados con agua mili-Q en ambas muestras, sin embargo, solo se afiadio lactosa
(50 mg) a una de ellas, mientras que la otra permanecié sin modificacién, obteniendo de esta
manera OG con APTES (OGA), como control. La muestra lactosilada se dejé a una temperatura
de 40°C durante 96 hrs (4 dias) para posteriormente someterse a lavado con agua mili-Q. Una
vez obtenida la muestra con OGAL y OGA, se elimin6 el agua sobrenadante por centrifugacion
(4900 rpm/8 min/9 de aceleracién, 7 desaceleracion) para mantenerse en secado durante 24
hrs a 37°C.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se obtuvo OGA y OGAL en forma de laminas las
cuales fueron puestas en solucién. Para la muestra de OG (control) se pesaron 50 mg y se
diluyeron en 30 mL de agua mili-Q, manteniéndolo en solucion. Todas las muestras fueron
sometidas a ultrasonicacion durante 10 min, 30 amplitud y pulsos de 45 segundos (encendido) y
15 segundos (apagado). Este procedimiento fue repetido 3 veces. Finalmente se obtuvo la
muestra lactosilada (OGAL) y los controles (OG y OGA).

5.4 Caracterizacion de 6xido de grafeno

5.4.1 Espectroscopia infrarroja FT-IR

El andlisis de grupos funcionales presentes en OG, OGA y OGL se realiz6 mediante FT-IR
(Guler y cols., 2016). Los espectros de infrarrojo se obtuvieron mediante un espectrometro FT-
IR con un médulo UATR (Spectrum Two, Perkin Elmer, USA) a una resoluciéon de 4 cm™ en un
rango de 500 - 4000 cm2.

5.4.2 Microscopia de fuerza atbmica
Las morfologias de OG, OGA y OGL se examinaron mediante AFM (sistema XE-Bio, Park
Systems Corp, Suwon, Corea), utilizando imagenes de escaneo de 1.5x15 ym. Las imagenes

obtenidas por el equipo se analizaron en el software Gwyddion version 2.49.

5.4.3 Microscopia electrénica de barrido SEM acoplado a EDS

La técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM) se utiliz6 para visualizar las
caracteristicas morfolégicas de OG y OGL (Kim y cols., 2016). Las muestras previamente
liofilizadas fueron colocadas en una cinta carbén de la superficie del SEM para posteriormente
incidir un haz de emisién sobre la muestra con un equipo SEM (JSM-7800F, JEOL, Japan) a 0.6
KV de voltaje de aceleracion y una resolucion de 1.5000 y 10,000X.

5.4.4 Ensayo de biorreconocimiento del 6xido de grafeno lactosilado con Ricinus
communis aglutinina (RCA)

El ensayo de biorreconocimiento del OGL con RCA se analiz6 por medio de un ELLAs (Sarabia
y cols., 2011). La muestra se fijo con glutaraldehido y tras la adicién de los reactivos se
realizaron lavados con PBS. La interaccion se evidencid mediante la produccion de una

solucion colorida debido a la reaccion de la peroxidasa y el OPD analizada a 450 nm.
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5.5 Cultivo celular de HEPG2 y HeLa

Las lineas celulares HEPG2 y Hela fueron adquiridas de ATCC (Manassas, VA, USA). El uso
de la linea celular hepatoma humano HEPG2 se debe a que tiene una densidad de 76.000 de
RAGP, mientras que el control fue la linea celular HelLa, por su carencia de este tipo de
receptor. Los cultivos de las dos lineas celulares se realizaron de forma similar usando medio
de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con 10% de suero fetal bovino (SFB, Sigma-
Aldrich), se incub6 a 37°C, con 5% de CO2 y 90% de humedad (Quan y cols., 2015).

5.6 Efecto citotoxico del 6xido de grafeno lactosilado mediante MTT

El efecto citotoxico de OGAL, OGA y OG sobre la linea celular HEPG2 se evalué mediante el
método previamente descrito en Thao y cols., 2017. Las células se mantuvieron en DMEM
suplementado con FBS al 10%, se sembraron en placas de 48 pozos a una densidad de 1 x 10*
células/pozo y se incubaron durante 24 h. El medio se reemplaz6 con DMEM exento de suero
fresco y se afiadieron los nanocompuestos con concentraciones desde 0-100 pg/mL durante 24
h. La citotoxicidad In vitro se determindé usando un ensayo basado en bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) y se calculdé una concentracion inhibidora del 50%
(1C50).

5.7 Ensayo de biorreconocimiento del 6xido de grafeno lactosilado en células HEPG2

Para el ensayo de biorreconocimiento primeramente se parte de conjugar al OGL con FITC y a
los controles. Para ello, se pes6 1 mg de la muestra disolviéndola en 750 uL de etanol y 250 uL
de agua mili-Q. Dicha solucién fue sometida a agitacién, bafio de sonicacién e incubacién. Una
vez realizado lo anterior, se agregé el FITC para posteriormente ser utlizada en el

biorreconocimiento celular.

En el andlisis de biorreconocimiento se sometié 10 uL/100 mL de la muestra lactosilada y de los
controles en interaccién con las células HEPG2 y el control, células HelLa. Dicho ensayo consta
de tres procedimientos: biorreconocimiento, competencia e inhibicion. Para cada una de ellas
se realiz6 una siembra de 10, 000 células/ 200 uL DMEM, en placas de 48 pozos. Una vez
realizada la siembra, se llevo a incubacion durante 24 horas a una temperatura de 37°C en
condiciones de 5% de CO2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a

realizar lavados por triplicado con solucién salina.
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Para el ensayo de biorreconocimiento, se pusieron en interaccion OGAL con las células
HEPG2. En el ensayo de competencia se afiadi6 de manera simultdnea lactosa y OGAL a las
células HEPG2, mientras que en el ensayo de inhibicién se adicion6 primero el inhibidor lactosa,
se incubd durante 30 minutos para posteriormente agregar OGAL. Una vez realizado el
sembrado de células, se realizaron sus respectivas incubaciones y lavados, se procedi6 a
analizar la muestra por microscopia, usando un microscopio confocal fluorescente (Nikon
TiEclipse C2+) (Thao y cols., 2017).

5.8 Andlisis estadistico

Los datos se presentaron como media + desviacion estdndar. Se determinaron diferencias
significativas usando la prueba t de Student. Los valores de P <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Caracterizacion del 6xido de grafeno lactosilado

e Andlisis quimico por FT-IR:

Es una técnica que, mediante espectros de reflexion, muestran los grupos funcionales de las
muestras analizadas. En el caso del OGAL se busca detectar posibles cambios estructurales
por el efecto de glicacion del OGA. Para ello se realizaron comparaciones del OGAL con los

espectros de los controles OGA y OG con el fin de observar las diferencias composicionales.
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Figura 8. Analisis de la estructura quimica de OGAL mediante FT-IR. Banda verde OGAL,
banda azul: OGA y banda roja: OG. La franja gris, indica la regién de 900-1199 cm?, la cual es
reconocida como huella dactilar para los carbohidratos.

La figura 8 muestra los espectros obtenido mediante FT-IR del éxido de grafeno (OG), después
de modificar APTES (OGA) y posterior a la modificacion APTES y lactosa (OGAL). El andlisis
de OGA y OGAL muestran las bandas caracteristicas del APTES Si-O-Si (1050cm™), Si-O-C
(780cm™), y —=NH (1630cm), siendo visibles en ambos espectros (Aneja y cols., 2017). Esto
indica que la funcionalizaciébn con APTES y por lo tanto la aminacion si se llevé a cabo. La
banda mas caracteristica reportada para los carbohidratos se encuentra entre los 900 -1199 cm-

}(Gallegos y cols., 2016). Por lo tanto, no es posible encontrar diferencias entre OGA y OGAL,
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que indiquen la presencia de la lactosa. Sin embargo, la altura de los 1000 - 1300 cm™ se
observa un pico marcado atribuido al enlace C-N (Jian y cols., 2016). Ademas, en el caso de
OGAL y OGA se identifica el grupo amino a la misma altura del espectro, aproximadamente
1700 — 1400 cm, y el grupo trimetoxisilano en los 1000 — 1300 cm™ lo cual podemos asociar
este incremento de bandas a la glicacion, deduciendo con ello que el OGA fue conjugado
satisfactoriamente con lactosa formando asi un nuevo producto factible para el transporte

biocompatible.

¢ Morfologia del OGAL mediante AFM y SEM:
El analisis morfolégico del OGAL, OGA y OG se realizé mediante AFM (figura 9) y SEM (figura
10).

Figura 9. Caracterizacion morfolégica de OGAL y OG mediante AFM. A.- Laminas de OGAL
mediante AFM; B.- Laminas de OG mediante AFM; C.- Laminas de OGA mediante AFM.

Los resultados obtenidos por SEM muestran al OGAL (figura 10: A y B) con una estructura
bidimensional con morfologia planar de aspecto monocristalino agrupados entre si, cuyo

tamafio aproximado es de 200 nm y 10 um, lo cual concuerda con trabajos realizados por Long
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y cols., (2010). Contrastando estas imagenes con las muestras de OG (figura 10 C y D), se
observa como las laminas sin funcionalizar se apilan en la interfaz y mantienen un aspecto

aterciopelado con relieve irregular como sefiala Kou y cols. (2011)

En los analisis obtenidos por AFM se observan imagenes laminas planas con superficie semi-
redondeada. La muestra de OGAL (Figura 9 A) se muestra mas definida con aspecto laminar
respecto a las de OGA y OG (Figura 9 B y C) que muestra aspecto de bordes irregulares semi-
redondeados similares a los publicados por Mkhoyan y cols. (2009).

Asi mismo se observan cumulos de ldminas poco aisladas, asi como agrupadas, presentando
un diametro que oscila entre los 100 nm hasta 1 um, similares a las mostradas por Liuy
cols. (2013). En ambas microscopias se observa que son estructuras planares bidimensionales
gue van desde tamafios hanométricos. Estas caracteristicas les permiten interaccionar en gran

medida con compuestos bioactivos y posiblemente transportarlos en circulaciéon sanguinea.

Figura 10. Caracterizacion morfolégica de OGAL, OGA y OG mediante SEM. A.- Laminas de
OGAL mediante SEM; B.- Laminas de OGAL mediante SEM; C.- Laminas de OG mediante
SEM; D.-Laminas de OGA mediante SEM.
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e Ensayo de biorreconocimiento del GOL con RCA:

La glicacion OGA con lactosa fue corroborada mediante FT-IR. Posterior a ello, se evalué su
reconocimiento biolégico con un andlisis de afinidad molecular (figura 11). La lactosilacion de
OGA, en la cual, el disacarido participa con una unién covalente de glucosa que reacciona el
grupo amino del OG tratado con APTES, dejando disponible galactosa para una posible
interaccion (Sarabia y cols., 2011). Dicha disponibilidad fue evaluada mediante un ensayo
cuantitativo ELLAs, donde el uso de RCA (aglutinina con reconocimiento hacia galactosa),
evidencid la interaccion especifica con galactosa presente en el OGAL (Gallegos y cols., 2016).
Como control se usé OG y OGA. Los resultados obtenidos mostraron que la RCA interaccioné
especificamente con los carbohidratos de OGAL. En el ELLAs, la densidad 6ptica de OGAL fue
mayor a la de OG y OGA, lo cual muestra el reconocimiento especifico de la RCA con la
galactosa presente en el nanocompuesto similar a la publicacion de Huang y cols. (2007).

Lo anterior indica que el proceso de glicacion se llevdé a cabo y ademas, no se alterd la
estructura de la galactosa, por lo que el OGAL es un atractivo candidato como posible

transportador selectivo.
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Figura 11. Ensayo de biorreconocimiento del OGAL por RCA mediante ELLAs.
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e Efecto citotoxico del GOL sobre la linea celular HEP2:
El efecto citotoxico se evalu6 en la linea celular HEPG2, mediante la técnica del MTT. En los
resultados obtenidos en la figura 12, al aumentar la concentracion de OGAL, no disminuye la
viabilidad celular, lo que indica, que la lactosilacion del OGA generd un compuesto no citotoxico
para las células hepaticas. Por lo tanto, se puede inferir que este polimero lactosilado puede ser
usado como un nano-vehiculo de transporte farmacoldgico, principalmente de compuestos
bioactivos como la doxorrubicina. Debido a que es el farmaco quimioterapéutico usado en el
tratamiento contra el CHC. Aunado a lo anterior, Gonzalez y Keeffe, (2011) han reportado que
la doxorrubicina interacciona en gran medida con el OG, gracias su estructura laminar

bidimensional.
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Figura 12. Efecto citotdxico de OGAL, OGA y OG mediante MTT.

Como controles se evalu6 el efecto citotoxico de OGA y OG, donde se observd la misma
tendencia que el OGAL. Estos resultados son de esperarse en el caso de OGA, debido a que
varias publicaciones reportan que la funcionalizacion del OG provoca disminucién de
citotoxicidad del nanocompuesto. Esto es, debido que al ser funcionalizado genera una nueva
clase de nanocompuesto. Estos tienen mejor solubilidad y procesabilidad tanto en disolventes
organicos y en agua (Kou y cols., 2011). También se ha reportado que OG funcionalizado no es
téxico en modelos murinos, y se excreta por via renal. Por ello, el OGAL y OGA, no fueron

citotéxicos. En el caso de OG, los resultados fueron inusuales a lo que se esperaba. El OG, es
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un compuesto téxico por naturaleza, sin embargo, en este caso podria deberse a que son bajas
concentraciones del compuesto 0 que no es citotoxico para la linea celular HEPG2 dado los
resultados obtenidos.

e Ensayo de biorreconocimineto células HEPG2-GOAL:

Durante el ensayo de biorreconocimiento celular del OGAL se usaron dos tipos de lineas
celulares, HEPG2 (células que expresan el RAGP) y HelLa (células que no expresan el RAGP)
mediante microscopia confocal fluorescente (figura 13). Las células HEPG2 con OGAL
mostraron una intensa fluorescencia verde lo que indica que la lactosa presente en este
nanocompuesto es reconocida por el RGAP. En el caso de OGA, no mostraron fluorescencia.
Esto podria deberse a que el OGA no es reconocido por las células hepaticas debido a que no
presentan la lactosa.

Para confirmar el reconocimiento especifico del OGAL con el RAGP, se hicieron ensayos de
competencia e inhibicion. En el ensayo de competencia se muestra una fluorescencia poco
intensa, esto es debido a que el OGAL vy la lactosa fueron reconocidas por los RAGP en las
células HEPG2 (Roggenbuck y cols., 2012), por lo tanto, solo una porcién de los receptores
interaccionaron con las NPs y mostraron fluorescencia. En el ensayo de inhibicion, el
reconocimiento celular de OGAL por células HEPG2 disminuy6 totalmente en presencia del
inhibidor, lactosa, evitando que el nanocompuesto interaccione con las células hepaticas. Esto
corrobora que los RAGP reconocen especificamente la galactosa presente en la lactosa (Quan
y cols., 2015).

En la linea celular HelLa, el OGAL y OGA no se muestran fluorescencia, lo que confirma que no
hubo biorreconocimiento de las células con OGAL debido a que estas células no presentan el

RAGP, evitando asi que OGAL sea reconocido por las células cérvico-uterinas.
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Figura 13. Ensayos de biorreconocimiento célular con OGAL.
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7. Conclusiones

Fue posible la obtencion de laminas de 6xido de grafeno funcionalizadas con lactosa y su
potencial aplicacion como transportador. La funcionalizacion de o6xido de grafeno se logré

mediante glicacion térmica posterior a un proceso de exfoliacion en medio acido.

El 6xido de grafeno lactosilado mostrd baja citotoxidad asi como un reconocimiento especifico

hacia lectinas y a los receptores especificos de membrana celular de carcinoma hepatocelular.

Por lo anterior, el 6xido de grafeno es un gran candidato como sistema de vectorizacion activa
de farmacos contra el carcinoma hepatocelular.
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