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RESUMEN

En este trabajo se desarrollé un sistema transportador de doxorrubicina (DOX) a
base de oOxido de grafeno - APTES (OGA) lactosilado (OGAL) para el
direccionamiento especifico hacia el receptor de asialoglicoproteina (RAGP) en
células de cancer hepético. Las variaciones en la etapa de oxidacion durante el
proceso de sintesis, fueron importantes en la cantidad de lactosa conjugada en el
producto final, ya que existe una estrecha relacién entre el nimero de grupos
funcionales dispuestos en la superficie de 6xido de grafeno (OG) y la cantidad de
lactosa presente en las laminas del mismo. Estas modificaciones estructurales del
material fueron analizadas por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), observandose la presencia de grupos caracteristicos de OGAL a los
3200 cm* (-OH), 1719 cm™* (C=0), 1059 cm™ (C-O-C), 1050 cm* (Si-O) y 940 cm™?
(C-0O) para lactosa. Este resultado fue confirmado por un ensayo con lectina ligando
a enzima (ELLA), indicando la lactosilacion de las muestras. El tamafio y morfologia
fue analizado por microscopia de fuerza atomica (AFM) donde se mostré un tamafio
laminar de 400 nm por 3 nm de espesor. En cuanto a las pruebas de compatibilidad,
se realizaron evaluaciones de actividad hemolitica en globulos rojos y ensayo de
citotoxicidad en diferentes lineas celulares cancerigenas donde para ambos casos,
el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo por encima del 90%. Por ultimo, se
evalud el reconocimiento especifico mediado por la interaccion lactosa - RAGP
presentes en células HepG2, observandose un reconocimiento dependiente lactosa
evidenciado por la emision de fluorescencia a 570 nm. La adsorcion exitosa del
sistema y su reconocimiento tras esta modificacion, se confirmd por microscopia
confocal. Estos resultados proponen al 6xido de grafeno lactosilado como un
sistema transportador de doxorrubicina con reconocimiento especifico en

receptores presentes en células hepéaticas.
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ABSTRACT

In this work, a graphene oxide - APTES (OGA) lactosylated transporter system for
doxorubicin was developed for specific targeting to the asialoglycoprotein receptor
(RAGP) in liver cancer cells. The variations in the oxidation stage during the
synthesis process were important in the amount of conjugated lactose in the final
product, since there is a close relationship between the number of functional groups
arranged on the surface of graphene oxide (OG) and the amount of lactose present
in its sheets. These structural modifications of the material were analyzed by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), observing the presence of characteristic
groups of OGAL at 3200 cm™* (-OH), 1719 cm™* (C = 0), 1059 cm (C-O-C), 1050
cm? (Si-O) and 940 cm™ (CO) for lactose. This result was confirmed by an enzyme-
linked lectin (ELLA) assay indicating lactosylation of the samples. The size and
morphology was analyzed by atomic force microscopy (AFM) where a laminar size
of 400 nm by 3 nm thick was shown. Regarding the compatibility tests, evaluations
of hemolytic activity in red blood cells, and cytotoxicity assay in different cancer lines
were carried out. Finally, the specific recognition mediated by the lactose-RAGP
interaction present in HepG2 cells was evaluated. Successful adsorption of the
system and its recognition after this modification was confirmed by confocal
microscopy. These results propose lactosylated graphene oxide as a doxorubicin

transporter system with specific recognition in receptors present in liver cells.
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1. INTRODUCCION

Los avances en el desarrollo de sistemas con aplicaciones en el campo de la
biomedicina, han llevado al disefio de materiales capaces de satisfacer las
necesidades clinicas. Esto, se puede lograr con el desarrollo de sistemas
nanoestructurados con direccionamiento hacia células vivas, por ejemplo,
transportadores de farmacos capaces de atravesar la membrana celular sin producir
toxicidad (Vila y cols., 2012). Para ello, se requiere de un vehiculo estable cuyas
propiedades fisicoquimicas permitan su transporte a través de entornos fisioldgicos
complejos, mientras que las modificaciones especificas aseguren la captacion e

internalizacién en las células diana (McCallion y cols., 2015).

En la actualidad, algunos investigadores han optado por el uso de matrices
poliméricas inorganicas, cuyas propiedades sean lo suficientemente buenas para
sus aplicaciones en sistemas bioldgicos. Estudios recientes han vinculado al 6xido
de grafeno (OG) como posible sistema transportador de farmacos, debido a la
capacidad de inmovilizar un gran namero de moléculas en su superficie con

estructura planar (Cao y cols., 2015).

Como caracteristicas importantes del OG esta su capacidad de dispersarse en agua
y otras soluciones organicas; asi mismo, la presencia de grupos funcionales
oxigenados, sirven como sitios de modificacion quimica para el direccionamiento
biologico. Estas propiedades pueden emplearse para interaccionar y acoplar en su
estructura diversos farmacos, a través de enlaces covalentes o no covalentes (Chen
y cols., 2010). En este sentido, resulta evidente el gran interés en este material, ya

gue la posibilidad de transportar farmacos hacia células, mediante afinidad
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biolégica, disminuiria los efectos téxicos que presentan algunos compuestos

terapéuticos (Stankovich y cols., 2007).

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el segundo tipo de cancer con mayor
frecuencia y la tercera causa de muerte a nivel mundial (Deng y cols., 2015; Aguilar
y cols., 2015). Mas de medio millon de casos son diagnosticados anualmente, lo
cual representa un problema de salud publica (Ferlay y cols.,, 2015).
Lamentablemente, el CHC es uno de los pocos cénceres cuya incidencia se
encuentra en aumento continuo; anualmente su prevalencia indica que la tasa de

incidencia es muy similar a la tasa de mortalidad (Aguilar y cols., 2015).

Una estrategia para desarrollar tratamientos especificos, es mediante la
modificacién quimica del OG con lactosa. La lactosa se utiliza como ligando debido
a que las células hepaticas presentan una alta expresion del receptor de
asialoglicoproteina (RAGP) (500,000 RAGP por hepatocito), el cual cuenta con
dominios de reconocimiento para galactosas (CDRs) (D’Souza y Devarajan, 2015;

Huang y cols., 2017).

Por lo tanto, el estudio del proceso de obtencién de OG y su posterior modificacion
con APTES (OGA) y lactosa (OGAL), es fundamental para determinar el
biorreconocimiento, biocompatibilidad y capacidad de transportar doxorrubicina
hacia células de cancer hepatico. Esto generard conocimiento que podra contribuir
en el desarrollo de alternativas en el tratamiento del carcinoma hepatocelular (Cao

y cols., 2015).
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2. HIPOTESIS
La incorporacion de lactosa en la lamina de Oxido de grafeno con
doxorrubicina permitird su direccionamiento y reconocimiento especifico al

receptor de asialoglicoproteina presente en células de cancer de higado.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Obtener oxido de grafeno lactosilado, con propiedades biocompatibles, para su
aplicacion como transportador de doxorrubicina con direccionamiento especifico al

receptor de asialoglicoproteina en células de cancer de higado.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Sintetizar OG por el método de Hummers con modificaciones quimicas y
mecanicas.

2. Lactosilar al 6xido de grafeno mediante glicacion térmica y caracterizar su
guimica estructural por espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) y ensayo con lectina ligada a enzima (ELLA); morfologia por
microscopia de fuerza atomica (AFM), y estabilidad por potencial Z.

3. Evaluar el efecto hemolitico del OG, OGA y OGAL en globulos rojos.

4. Cuantificar el porcentaje de viabilidad de OG, OGA y OGAL en diferentes
lineas celulares mediante el ensayo bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT).

5. Inmovilizar doxorrubicina en el sistema OGAL

6. Estudiar la interaccién especifica de OGAL y OGAL-DOX en células de

cancer hepatico.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Nanomateriales en la farmacologia

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario con gran impacto en areas
como electrénica, materiales y medicina (Mnyusiwalla y cols., 2003). Con el
surgimiento de la nanomedicina, se intensificaron los esfuerzos por mejorar el
diagnéstico, monitoreo y tratamiento para el control de diversas enfermedades
(Moghimi y cols., 2005). Esta area se enfoca en el disefio y formulacion de
nanomateriales que cumplan con el transporte y reparto de farmacos,
manteniendo un alto grado de especificidad. Los nanomateriales con
aplicaciones biomédicas, son compuestos coloidales cuyos tamafios varian
entre los 20 hasta 200 nm. (Bobo y cols., 2016). La ventaja de estos materiales
es que ofrecen la posibilidad de transportar farmacos insolubles, protegiéndolos
y mejorando su distribucion en tejidos. Por esta razon, 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. Biomateriales y sus aplicaciones

Los biomateriales son aquellos capaces de estar en contacto con el cuerpo
humano, durante un tiempo determinado, sin afectar o inducir un efecto nocivo
para el organismo. La caracteristica para ser considerado biomaterial es cumplir
con dos criterios: ser biocompatibles y ser bio-funcionales (Pifia., 2010). Segun
el origen del material, se clasifican en dos grandes grupos: polimeros naturales
y polimeros sintéticos. Los primeros se aplican principalmente en la industria
biomédica, entre los mas usados se encuentra la seda, colageno, elastina,
alginato, quitosano y celulosa; estos polimeros buscan reemplazar a los

sintéticos (Loureiro dos Santos., 2017).

Por otro lado, los polimeros sintéticos son mas versatiles y propensos a
modificacion quimica: Esto ultimo amplia el margen de aplicacion a fin de

satisfacer necesidades especificas (Tang y cols., 2014). Algunos ejemplos de
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estos polimeros son los poliacrilatos, poliamidas, policarbonatos, polioles, entre

otros (Kumbar y cols., 2014; Osorio-Delgado y cols., 2017)

La mayoria de los polimeros, sus derivados o copolimeros tienen aplicaciones
en la ingenieria tisular o regenerativa de piel, mdsculo, hueso y vasos
sanguineos, sin embargo, muchas matrices poliméricas tanto sintéticas como
naturales, comienzan a utilizarse en areas de la nanomedicina y farmacologia
(Israniy cols., 2019; Tang y cols., 2014). Idealmente estos materiales deben ser
biodegradables, biocompatibles, bio-absorbibles y bioactivos (Osorio-Delgado y
cols., 2017). Es decir, los materiales deben involucrarse en procesos
metabdlicos, ser capaces de degradarse y excretarse en orina (Shanmugam y
Sahadevan., 2018).

4.1.2. Matrices poliméricas sintéticas y naturales

En la actualidad, las matrices poliméricas poseen una gran cantidad de
aplicaciones entre las que destaca como sistemas de administracion controlada.
Existen varios tipos de nanoestructuras poliméricas estudiadas para el
transporte y liberacion de farmacos; estas estructuras pueden ser de origen
natural o sintético (Kamaly y cols., 2016). Recientemente se ha propuesto al OG
como una matriz polimérica prometedora, ya que tiene la ventaja de inmovilizar
por adsorcidn superficial al agente terapéutico durante mayor tiempo, teniendo
una eficiencia de carga superior a los polimeros naturales. Por ello, se han hecho
esfuerzos de encontrar en este sistema una aplicacion confiable en el campo de

la farmacologia (Doppalapudi y cols., 2016; Kamaly y cols., 2016).

4.2. Grafeno y sus derivados

El grafeno es una lamina de hidrocarburo aromatico policiclico dispuestos en
forma hexagonal plana (Boehm y cols., 1962) (Figura 1). El grafeno es
estructuralmente analogo al grafito (Gr) y solo se diferencia de él, por disposicién
espacial del apilamiento laminar de sus capas. Este apilamiento se debe a las
interacciones de Van der Waals que predominan entre ellas, manteniendo un
espacio de separacion de aproximadamente 6 A (Ruoffy cols., 2009). El grafeno,

en cambio, se constituye de una sola lamina, lo cual le confiriere al material
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propiedades electronicas, Opticas y mecanicas, que lo hace especialmente
atractivo, tanto en investigacion como posibles aplicaciones en la electronica,

informatica, sector energético, entre otros (Soldado y cols., 2010).

OH COOH OH COOH
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Grafito (Gr) Oxido de grafeno (OG)

Figura 1. Diferencia estructural entre grafito y 6xido de grafeno. Presencia de grupos
hidroxilo, carbonilo, ep6xidos y carboxilo, distribuidos de manera aleatoria en superficie y

bordes laminares.
4.2.1. Propiedades del grafeno

El grafeno posee gran area superficial, movilidad eficiente de electrones, buena
conductividad térmica y eléctrica (Sohail y cols., 2017). La estructura del grafeno
esta constituida por atomos de carbono dispuestos en forma de hexagonal con
interacciones covalentes y no covalentes, lo cual genera una especie de red por
apilamiento de enlaces 1 - 1. Este efecto de apilamiento y las interacciones
hidrofobas, son las principales fuentes de union de farmacos u otras moléculas,
aunque el margen de interaccion se encuentra limitado. Al funcionalizarlo; con otras
moléculas afines, aumentan las posibilidades de aplicaciones médicas (Loh y cols.,
2010; Dreyer y cols., 2010).

Las modificaciones estructurales del grafeno son cruciales en un ambiente
bioldgico, pues al mantener constante interaccion con proteinas, podria inducir una
respuesta dafiina por parte del sistema inmune del huésped, asi como afeccién en

la membrana celular que causarian toxicidad directa (Orecchioni y cols., 2017)
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Para reducir los efectos nocivos del grafeno y mejorar propiedades como
estabilidad, tamafio y funcionalizacion con otras moléculas, se ha propuesto el
método de Hummers para su modificacion (Botas y cols., 2013). Al introducir grupos
oxigenados sobre las laminas de grafeno, estos serviran como agentes enlazantes
para otras moléculas compatibles, facilitando con ello el acarreamiento y/o

direccionamiento del sistema (Yang y cols., 2013).
4.2.2. Oxido de grafeno

El OG puede ser considerado un nanomaterial con propiedades Unicas, debido
principalmente a la composicién de su estructura atémica (Figura 2). Actualmente,
es ampliamente investigado para fines de tratamiento de aguas, produccién de
energiay sensores de contaminantes; sin embargo, gracias a su alta area superficial
y gran disponibilidad de sitios activos, se ha propuesto para aplicaciones biomédicas
(Perreaulty cols., 2015). Esto debido a que el OG, al ser un material anfifilico, posee
zonas hidrofilicas por los grupos carboxilos y especies oxidadas que permiten captar
especies hidrofilicas por interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno,

dispersandose facilmente en agua y solventes polares.
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Figura 2. Representacién estructural del éxido de grafeno con distribucion aleatoria de

grupos carbonilo, carboxilo, hidroxilo y epéxidos. Fuente: Dreyer y cols., 2009.

Por otro lado, la presencia de estos grupos resulta favorable para adicionar otros
polimeros o moléculas bioactivas que cumplan el papel de transporte y orientacion

con fines terapéuticos (Rodriguez y cols., 2016).
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4.2.2.1. Estructura quimica de OG

El OG posee un gran numero de propiedades sobresalientes desde eléctricas,
Opticas, térmicas e incluso biomédicas. Esto se deben principalmente a su
estructura hibrida con dominios sp? y estados sigma de dominio sp® (Dikin y cols.,
2007). Tras la oxidacion del grafeno, su estructura molecular se modifica con la
incorporacion de grupos hidroxilo y epoxidos en los planos basales; grupos
carboxilos y carbonilos en los bordes laminares (Schniepp y cols., 2006; Stankovich
y cols., 2007). Esto se explica mejor con el modelo de Lerf — Klinowski (Figura 3),
quien define la estructura de OG como dos regiones diferenciables entre si. La
primera zona es aquella donde predominan carbonos con hibridacién sp?, es decir,
levemente funcionalizada; y la segunda, donde existe una predominancia de
carbonos sp? con alto grado de funcionalizacién (Schniepp y cols., 2006; Dreyer y
cols., 2010).

Figura 3. Representacion del modelo de Lerf — klinowski muestra la estructura de 6xido de

grafeno y la distribucién de sus grupos funcionales. Fuente: Wei y cols., 2015.

Estos grupos funcionales le confieren una carga superficial negativa al OG
facilitando la exfoliacion y la formacion de coloides estables en agua (Dreyer y cols.,
2014).

La unién covalente de oxigeno puede generar desorden y rugosidad en las mono -
laminas de OG, esto provoca un fendmeno de apilamiento de multiples capas,
aumentando con ello el grosor y disminuyendo los tamafos laterales (Mkhoyan y

cols., 2009). Para contrarrestar esto, diversos grupos han modificado las laminas
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con polimeros hidrofilicos, y exfoliado adicionalmente al OG, logrando mejorar la

estabilidad de suspensién en solucién.
4.2.2.2. Estabilidad del OG en suspension

La presencia de grupos oxigenados vuelve al OG altamente hidrofilico, actuando
como agentes estabilizantes en solucion acuosa (Rourke y cols., 2011). Estos
grupos le confieren una carga superficial negativa, repeliendo las laminas entre

ellas, evitando agregarse (Malvern., 2009).

En condiciones fisioldgicas, el OG mantiene un comportamiento como coloide
(Figura 4), su capacidad para permanecer suspendido en solucién depende de las
interacciones quimicas de su superficie y la composicion quimica del medio (Deng
y cols., 2011). La presencia de iones, sales y biomoléculas en el medio, al
interaccionar con el OG provocaran fluctuaciones o agregados de las laminas
suspendidas (Ren y cols., 2012; Feng y cols., 2011). Por esta razon, el OG al ser

transferido a medios de cultivo celular, tiende a precipitar (McCallion y cols., 2015).
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Figura 4. Lado izquierdo densidad de carga alrededor del coloide; lado derecho, distribucién

de iones positivos y negativos alrededor del coloide cargado. Fuente: Zeta, P., 1997.

Otro factor importante es el tamafio y grosor de las laminas, ya que estas
contribuyen a su estabilidad. Mientras mas pequefias, menor peso molecular, por

ende, mayor el tiempo para sedimentar. Este pardmetro puede mejorarse segun las
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condiciones de oxidacién y las variaciones metodoldgicas implementadas (Dreyer y
cols., 2014).

Para medir la estabilidad de un material, normalmente se realizan mediciones del
potencial eléctrico del coloide en solucion, o potencial Z. Este potencial es una
medida de la atraccién o repulsion electrostatica entre el material en dispersion y
las moléculas en el medio (Krishnamoorthy y cols., 2012). Si todas las particulas en
suspension tienen un potencial Z cercano a cero, tenderan agregarse, pero si todas
las particulas se encuentran cargadas, estas se repeleran entre si y se mantendran

en suspension.

Para que una suspension sea considerada estable debe presentar un potencial

absoluto de + 30 mV.

Por ello, el disefio de materiales con fines terapéuticos debe priorizar la estabilidad
en medios fisiologicos complejos, asi como asegurar la permanencia de la
funcionalidad especifica de la molécula, sobre todo tras la union de farmacos

insolubles en la superficie (Mkhoyan y cols., 2009; Cao y cols., 2015).
4.3. Biocompatibilidad del OG

Un factor determinante en la toxicidad del OG es el método de sintesis utilizado
debido a la gran variabilidad en composicion y estructura generados (Marcano y
cols., 2010). Esta diversidad estructural se debe a la interaccion con diferentes
contaminantes durante el proceso de sintesis, modificando las propiedades del OG
obtenido (Chuay cols., 2012).

Las caracteristicas fisicas como tamafio, nUmero de capas, forma e hidrofobicidad,
asi como las caracteristicas quimicas, como moléculas afadidas tras la
funcionalizacion, son determinantes para disminuir drasticamente el efecto de

toxicidad del OG en sistemas vivos (Yang y cols., 2013).

Vallabani y cols., (2011) exfoliaron térmicamente OG y evaluaron su toxicidad en
células pulmonares humanas (BEAS-2B). Por citometria de flujo demostraron que

el OG indujo citotoxicidad y apoptosis celular a concentraciones de 100 pg/mL.

30



Resultados similares fueron reportados por Changy cols., (2011) quienes evaluaron
la toxicidad de OG células epiteliales de carcinoma de pulméon (A549). Los
resultados mostraron que OG induce estrés oxidativo celular incluso a bajas
concentraciones, asi como ligera disminucion de la viabilidad celular a altas
concentraciones. Wu y cols., (2014) evaluaron la citotoxicidad de OG en células de
mieloma multiple (RPMI — 8226), mostrando baja citotoxicidad a concentraciones de
100 mg/L.

Diversos estudios han demostrado que la incorporacion de polimeros
biodegradables de origen natural como quitosano, acido polilactico y ciclodextrina,
mejoran la biocompatibilidad y biodegradabilidad del OG (Depan y cols., 2011). Liu
y cols., (2008) sintetizaron y funcionalizaron OG con polietilenglicol (PEG),
reportando que tanto OG como OG - PEG, no mostraron toxicidad al interaccionar
con células cancerigenas de colon. Wojtoniszak y cols., (2012) sintetizaron y
redujeron OG bifuncionalizado con PEG, desoxicolato de sodio (DOC) y Pluronic
P123. Este estudio mostrO mayor biocompatibilidad en el caso de OG - PEG y
potencial toxicidad para OG-DOC y OG - pluronic P123 en fibroblastos de ratones
(L929). Feng y cols., (2011) reportaron biocompatibilidad de OG - polietilenimina
(PEI) a concentraciones de 300 pg/mL en células de carcinoma cérvico- uterino
(HeLa). Los resultados de OG — PEI fueron ligeramente mejores a los obtenidos con
OG, los autores lo atribuyen a la estabilidad mejorada de OG — PEI en ambiente
fisioldgico.

Otra estrategia novedosa ha sido modificar al OG con moléculas compatibles con
células y biomoléculas del cuerpo humano, como azlcares, para mejorar la
biocompatibilidad de esta matriz en la liberacion controlada de moléculas
terapéuticas. Adicionalmente, actuarian como ligando al interaccionar con la
membrana celular, promoviendo su endocitosis (Cao y cols., 2015). Esta orientacion
tiene un alto potencial para satisfacer los desafios actuales en la terapia contra el
cancer. La biocompatibilidad del OG funcionalizado, ha generado gran interés como

sistema de administracion de genes, biosensores, bio imagenes, o bien,
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aplicaciones antibacterianas, cultivo celular e ingenieria de tejidos (Liu y cols.,
2013).

4.3.1. Bioacumulaciéon

La cinética de distribucion sanguinea esta considerablemente relacionada con el
tamafo de las particulas, asi como con su geometria. Estudios realizados con
nanoestructuras han demostrado que las particulas con diametros inferiores a 30
nm son excretadas rapidamente via sistema urinario, mientras que particulas
superiores a los 500 nm, son fagocitadas y eliminadas a través del sistema reticulo
endotelial (Cheny cols., 2013).

La geometria de la escama de OG es crucial para la acumulacion (Shen y cols.,
2014). Aquellas nanoparticulas que no puedan degradarse inducen la formacion de
granulomas por medio de la fagocitosis frustrada de macréfagos (Brown y cols.,
2007; Ali-Boucetta y cols., 2011).

Reportes recientes han informado que la bioacumulacion se ha visto afectada tras
la funcionalizacion del grafeno (Li y cols., 2014). Moore y cols., (2014) reportaron
gue OG con PEG se acumulaba en reticulo endotelial rugoso (RES) de bazo e
higado de raton, pero rapidamente eliminado. Resultados similares fueron
publicados por Yang y cols., (2011) quienes estudiaron la farmacocinética y bio-
distribucion, del OG — PEG in vivo en ratones Balb/c. Estos datos mostraron bajos
niveles de este material en la mayoria de los 6rganos transcurridos 3 dias después
de la inyeccién, exceptuando higado y bazo cuya disminucion fue relativamente

lenta.

Diversos autores han comparado al OG sin funcionalizar y modificado con diferentes
polimeros. En un estudio realizado por Li y cols., (2012), confirmaron en
evaluaciones in vitro con macréfagos humanos, que el OG modificado con PEG
causaba menor toxicidad directa y menor degradabilidad al entrar en contacto con
estas células. Este grupo de investigacion concluyé que los enlaces disulfuro
usados para enlazar covalentemente ambos compuestos permitio que OG se

degradara mas facilmente tras su interaccién con la célula de interés. En este
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sentido, la funcionalizacion OG con otros polimeros aumenta la biocompatibilidad y
disminuye la polidispersidad del material; sin embargo, las interacciones adversas
con células del sistema inmune, proteinas o moléculas de sistemas vivos,
representan un desafio mayor en la estabilidad y funcionalidad de la molécula
(McCallion y cols., 2015).

4.3.2. Compatibilidad en sangre

Disefiar un sistema administrador de farmacos, es indispensable evaluar su
compatibilidad con los componentes sanguineos (Zhang y cols., 2010). Los glébulos
rojos (GR) tienen una capacidad reducida de responder al estrés oxidativo que se
genera tras la interaccién del grafeno con entornos biolégicos. Estas especies
reactivas de oxigeno (ROS) tienden a interaccionar con la membrana celular de los
GR, induciendo dafio celular (Wu y cols., 2014). La hemdlisis es un indicador

sensible del dafio inducido por grafeno (Chowdhury y cols., 2013).

Estudios in vitro reportaron que el OG tiende agregarse al ponerse en contacto en
medio de cultivo celular, sin embargo, no indujeron hemdlisis a una concentracion
de 75 pg/mL (Sasidharan y cols., 2012). Contradictoriamente Liao y cols., (2011)
reportaron presencia de hemoalisis a concentraciones inferiores a 50 pug/mL en OG
tratado hidrotérmicamente. Esta discrepancia en resultados puede deberse a las
diferencias en tamafio y grosor de las [aminas de grafeno y OG obtenido, pudiendo

inducir lisis en eritrocitos (McCallion y cols., 2015).

Singh y cols., (2011) reportaron la induccion de tromboembolismo pulmonar en
ratones al suministrar OG y OG reducido, denotando el efecto protrombdético por
accion de la carga superficial. Los autores relacionan la distribucién de carga

superficial del OG con la activacion plaquetaria.

Diversos investigadores propusieron funcionalizar al OG con moléculas
estructuralmente compatibles. Sasidharan y cols., (2015) reportaron niveles altos de
enzimas hepaticas, en suero sanguineo de ratones tras inyectar grafeno - PEG. Asi
mismo, los niveles de los marcadores bioquimicos hepéticos aspartato

aminotransferasa (AST), alanina transaminasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP),
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albumina, globulina y proteina total se encontraron elevados a las 24 h del

suministro, indicativo de dafio hepatico.

Otro factor importante a considerar es el espesor y los tamafos laterales de las
laminas. McCallion y cols., (2015) informan sobre OG y OG - quitosano sintetizado
a diferentes tiempos de sonicacién. Los tamafios obtenidos fueron variados en el
rango 10 ym, siendo las laminas de OG mas exfoliadas las que indujeron mayor
dafio sobre la membrana eritrocitaria. Por el contrario, el OG recubierto con

guitosano, causo un dafio menor.

Un reporte similar fue presentado por Singh y cols., (2012), quienes sintetizaron
grafeno funcionalizado con amina para evaluar su compatibilidad en ambientes
biologicos. Este material no indujo estimulacion plaquetaria ni tromboembolismo
pulmonar en ratones. Se considero que, tras inducir una carga parcial positiva en la
superficie, este se vuelve mas compatible en sangre que el OG sin modificar.
Chowdhury y cols., (2013) funcionalizaron de forma no covalente grafeno con
dextrano (Dex) y evaluaron los niveles del factor 4 plaquetario en sangre total de
donantes. Se reporté que OG - Dex en dosis de 1 a 10 mg/mL no inducia activacion
plaquetaria. En ambas publicaciones, la modificacion adicional de OG con un

polimero bio-compatible, mejoré su comportamiento en ambiente fisioldgico.

En la actualidad, los esfuerzos por encontrar un material a base de grafeno con
propiedades hemo-compatibles ideales, sigue siendo un reto para posibles

aplicaciones biomédicas, como la administracion de farmacos.
4.3.3. Inflamacion y respuesta inmune

La interaccion entre el biomaterial y las proteinas séricas del huésped, pueden
inducir una respuesta inmune y activacion del complemento (Tan y cols., 2013).
Esto generaria una respuesta inflamatoria agua o cronica, pudiendo desarrollar

tejido de granulacion y fibrosis (Osorio-Delgado y cols., 2017).

Para fines de aplicaciéon biomédica, el OG debe cumplir con ciertos parametros
toxicolégicos; se debe conocer la bio-distribucion en érganos, la cinética sanguinea,

la acumulacion en tejido y su tasa de eliminacion tras su administracion (Yan y cols.,
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2011). Ademés, numerosos grupos han reportado acerca de efectos inflamatorios e
inmunosupresién de materiales de carbono en modelos animales (Zolnik y cols.,
2010). El reconocimiento e interaccion del grafeno con células inmunes puede
inducir inmunomodulacién y desarrollo de infecciones en el huésped (Sasidharan y
cols., 2015).

Tanto el OG como sus derivados. pueden ocasionar respuestas sistematicas
adversas. Otro factor a considerar es la geometria de las ldminas de grafeno. Yue
y cols., (2012) realizaron evaluaciones con laminas de OG de dos dimensiones
distintas, 350 nm y 2 ym. Reportaron que aquellas de mayor tamafio, provocaron
aumento en secrecion de citocinas inflamatorias en lineas celulares de macréfagos.
Este informe coincide con el publicado por Singh y cols., (2012), quienes reportaron
gue laminas de OG con gran tamafo, indujeron un aumento en el flujo de linfocitos
y macrofagos en tejido adiposo tras una inyeccion subcutanea en ratones. Los
autores atribuyen que estas formas son mas reactivas quimicamente, ya que las
insaturaciones entre los atomos de carbono y la presencia de grupos funcionales
como COOH y OH, confieren una carga parcial negativa, lo que, al interaccionar de
forma directa con las células, modularia una ruta critica de sefalizacion celular

atribuible a la carga superficial del material induciendo toxicidad celular.

Estudios presentados por Liu y cols., (2012) indican que la secrecion de citocinas
proinflamatorias puede ser menos marcada en células humanas que en macréfagos
murinos. Este efecto fue observado tras multiples inoculaciones OG de pequefio
tamafo laminar, presentandose acumulacién de células inflamatorias dentro del

tejido hepatico.

Por otra parte, Tan y cols., (2013) reportaron la union entre OG y la proteina C3 del
complemento, induciendo la activacion de la cascada del complemento.
Contrariamente OG - PEG evit6 su unidn con el complemento por repulsion estérica.
Zhou y cols., (2012) informaron sobre la activacion celular y secrecion de citocinas
proinflamatorias tras la ingesta de OG por macréfagos. Li y cols., (2014) reportaron

inflamacion y formacion de edema pulmonar y granuloma en ratones tras la
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administracion sistémica de OG. Tkach y cols., (2013) reportaron que el grafeno

suprime las interacciones entre las células dendriticas y los linfocitos T.

Predecir el comportamiento del sistema inmune tras interaccionar con OG es
sumamente complicado, pues tendria que evaluarse el comportamiento entre OG y
quince tipos de células inmunitarias, como linfocitos T, leucocitos, monocitos,
células NK y células dendriticas. Es importante funcionalizar el OG con moléculas
de superficie como grupos amino, para asi aumentar la compatibilidad con las

células inmunitarias humanas (Orecchioni y cols., 2017).
4.3.4. Captacion celular

La flexibilidad del material es fundamental al momento de transportar y orientar al
sistema hacia una zona determinada. Los mecanismos de vectorizacion pasivos son
muy atractivos, debido a que los materiales no necesitan una modificacion
complicada. Aunado a esto, aprovechar el efecto de permeabilidad y retencion
(PER) en la zona tumoral es ventajoso, ya que, tras la administracion por via
intravenosa, el material vectorizado preferencialmente se acumulara en este sector
(McCallion y cols., 2015). El efecto PER, es un fendmeno donde la vascularizacion,

permeabilidad y drenaje linfatico se encuentran disminuidos en la zona tumoral.

El OG presenta diferencias en su velocidad de captacion celular, esto en funcién del
tipo de célula involucrada. En células tumorales, por ejemplo, se ha demostrado ser
mas rapida, esto debido al gran area superficial de las laminas de OG y la demanda
de requerimientos nutricionales que vulnerabiliza la endocitosis en estas células
(Vilay cols., 2012).

El pH en el microambiente tumoral puede resultar favorable en la liberacion de
farmacos. El OG en condiciones neutras tiene una carga superficial negativa, sin
embargo, en el ambiente acido del tumor puede acercarse a positiva. Esto facilita la

interacciéon con la membrana celular y su posterior endocitosis (Feng y cols., 2014).

Otra estrategia ventajosa es funcionalizar al OG con moléculas especificas

(ligandos) que sean reconocidos por los receptores de la superficie celular. Este tipo
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de transporte activo mejoraria el direccionamiento del sistema transportador hacia

el tejido o célula diana, facilitando su captacion (Peshattiwar y cols., 2019).

Huy cols., (2014) sintetizaron un compuesto a base de OG, trimetil quitosano (TMC)
y &cido fdlico (FA) evaluando su capacidad de direccionamiento hacia el receptor
de FA presente en células HelLa. Los resultados obtenidos fueron gratificantes, pues
el material pudo internalizarse de manera eficiente a través de endocitosis mediada
por el receptor FA. Estos resultados fueron contrastados con un control negativo,

células A549 donde no se sobre- expresan estos receptores.

El OG al tratarse de una macromolécula, su modo de transporte es activo, y su
mecanismo de entrada sigue una via clasica. Esta consiste en un proceso
impulsado por el receptor de membrana celular, donde la proteina transportadora
citoplasmatica reconoce a esta macromolécula y lo transloca hacia los poros

nucleares (Lange y cols., 2007).

Esta velocidad de absorcion, relacionada con el tamafio y volumen, es debido a las
interacciones catidonicas multivalentes del OG con las células. Particulas de mayor
tamano necesitan una fuerza motriz mas fuerte y energia adicional en el proceso de
internalizacién (Vila y cols., 2012). Se considera que laminas con un tamafio en el
rango de los 100 a 200 nm, con disposicion cationica de sus grupos funcionales,

mejoraran el proceso de internalizacion.
4.4. Aplicaciones bioldgicas del OG

Los esfuerzos por lograr avances en el area biomédica han llevado al desarrollo de
nuevas aplicaciones terapéuticas y diagnosticas. Bajo este criterio, los materiales
con finalidad biolégica, ademas de no presentar citotoxicidad, deben mantener la

respuesta celular adecuada una vez aplicado en el humano (Williams y cols., 2009).

Un criterio importante en el OG son las dimensiones laminares, sobre todo cuando
se habla de absorcion celular, aclaramiento renal, transporte de la barrera
hematoencefélica, degradacion y otros fendmenos bioldgicos, donde tienen un

papel fundamental (Liu y cols., 2013). El pequefio tamafio del OG facilita la entrada
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en la célula tras la interaccidn, y presenta gran estabilidad en solucion, aumentando

la dispersion (Sanchez y cols., 2012).

Por esta razén, las laminas de OG de tamafio nanométrico presentan mejores
caracteristicas para aplicaciones biomédicas. Otro pardmetro importante es la carga
superficial, la forma laminar y la quimica en superficie, donde los grupos funcionales
presentes faciliten su interaccion con otras moléculas estructuralmente compatibles
(Depany cols., 2011; Liu y cols., 2013).

4.4.1. Sistemas transportadores de farmacos

El uso de nanomateriales a base de grafeno supone una amplia gama de
aplicaciones biomédicas relacionadas como agente terapéutico en modelos in vitro
e invivo (Yuey cols., 2012; McCallion y cols., 2015). Los sistemas vectorizados con
liberacién controlada, ofrecen la ventaja de mantener una liberacion sostenida
durante un tiempo mayor respecto al farmaco convencional (Liechty y cols., 2010)
La Figura 5 compara al sistema de administracion de farmacos convencional y un
sistema de liberacion contralada conforme el tiempo, donde se muestra las
diferencias de estabilidad con oscilaciones en la concentracion minima de toxicidad

en comparacion con un mejor comportamiento sostenido en la liberacion controlada.

/.\ Concentraciones minimas de toxicidad

Liberacién controlada

Concentraciones minimas terapéuticas

Liberacién no contralada
(administracion convencional)

Concentracidnde fairmacoen plasma
N

v

Tiempo

Figura 5. Comparacion de un sistema de liberacion controlada de farmaco contra la

liberacién libre de farmaco. Fuente: Liechty y cols., 2010.

Esta posibilidad del OG por transportar moléculas terapéuticas se debe a la

presencia de grupos funcionales con capacidad de interaccionar con diversas
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moléculas 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 funcionalizacion del OG con
moléculas que promuevan la selectividad hacia receptores de los érganos, puede
generar especificidad y eficacia terapéutica, asi como seguridad debido a la

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

Estudios in vivo relacionados con OG funcionalizado con un polimero, demostraron
una acumulacioén en el sistema reticulo endotelial en higado y bazo, lo que sugirié
una facil eliminacién del cuerpo con ausencia de citotoxicidad; por otra parte,
cuando se administr6 OG sin funcionalizar, este se acumuldé en pulmon,
produciendo edema y formacion de granulomas. Por esta razon, es importante la
funcionalizacion del OG para sus potenciales aplicaciones biomédicas (Chung y
cols., 2013).

4 5. Métodos de sintesis de OG

Para la obtencion de OG existen tres métodos principales de sintesis: método de
Staudenmaier, Brodie y Hummers - Offeman, diferenciandose entre si, por el tipo

de reactivo utilizado (Krishnamoorthy y cols., 2013).

Brodie en 1859, fue el primero en sintetizar de forma exitosa laminas de OG. Este
método consistio en poner a reaccionar clorato potasico (KCIO3) con grafito y acido
nitrico fumante (HNOs) (Brodie, 1859). Afios mas tarde, Staudenmaier propuso
mejorar este método afiadiendo acido sulfurico (H2SO4) y vario los tiempos de
adicion del KCIO3z a la reacciéon, como resultado, obtuvo laminas de OG de menor
tamafio y mejor estabilidad (Poh y cols., 2012). Finalmente, en 1985, Hummers y
Offeman propusieron reemplazar HNO3z por nitrato sodico (NaNOs) e hicieron
reaccionar grafito con una mezcla de permanganato de potasio (KMnQOa) y H2SOa4
(Hummers y Offeman, 1958). Debido a la facilidad de produccién y bajos costos, el
método de Hummers - Offeman es el mas utilizado en la actualidad, sin embargo,
cada grupo de trabajo puede realizar variaciones metodoldgicas en el proceso de

sintesis. Las variaciones pueden ser en el tipo de acido, las cantidades de reactivos
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utilizado, los tiempos de reaccién y/o la temperatura de reaccion (Edwards y
Coleman, 2013).

Dependiendo del método de sintesis utilizado, las caracteristicas estructurales del
OG, como tamario, grado de oxidacion y cantidad de grupos funcionales tendera a
variar, y dependiendo del interés, permitir4 transportar farmacos hidrofébicos en

superficie (McCallion y cols., 2015).
4.5.1. Método de Hummers. Oxidacién de grafito

Durante este proceso, el grafito se oxida progresivamente con agentes quimicos en
medio &cido, introduciendo sobre su estructura, un gran nimero de grupos
funcionales que contienen oxigeno (Chua y cols., 2012) (Figura 6). La forma mas
comun de grafito utilizado para estas reacciones es en polvo, el cual ha sido

purificado para eliminar la contaminacion heteroatomica (Wissler., 2006).

[ ramificacion "n" anillos presentes en grafito
n

@ 2, 4 - ciclohexadieno > Estructuras
ciclicas presentes
en grafito

ciclohexeno

Figura 6. Ejemplificacion de las tres posibles estructuras ciclicas presentes en grafito y

grafeno. 1, 3, 5 — ciclohexatrieno (rojo), 2, 4 — ciclohexadieno (azul) y ciclohexeno (verde).

El grafito estructuralmente esta constituido por capas estrechamente alineadas y
apiladas (Dimiev y cols., 2014). El tamafio de estas laminas en su estado natural,
influye en la disposicion final de los grupos funcionales, ya que laminas de mayor
tamafo tienen un mayor grado de intercalacion que las pequefas (Ling., 2019). Para
facilitar la introduccion de grupos oxigenados, es necesario aumentar las distancias
interlaminares del grafito. Esto se logra mediante la permeabilidad de moléculas
pequefas, disminuyendo las fuerzas de interaccibn que mantiene unidas las

laminas (Ibarra - Hernandez y cols., 2018). De forma secuencial, los agentes
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oxidantes reaccionaran rapidamente con los &tomos de carbono instaurados (Park
y cols., 2009).

El método de Hummers sefiala el uso de H>SO4, NaNO3zy KMnO4 como agentes
oxidantes para la obtencién de OG, generando durante su reaccion gases toxico:
NO2 y N2O4 (Marcano y cols., 2010).

La primera etapa de la reaccion comienza entre H>SO4 y grafito. Al ser un medio
muy &cido, podemos identificar diferentes tipos de iones: el hidrénio (HzO%), el
sulfato de hidrégeno (HSO4 "), 6xido de azufre VI (SO3) y agua (H20). Estos iones
participan activamente durante el proceso de sulfonacion entre HSO4 ~ y los

carbonos insaturados presentes en grafito (Figura 7).

Sulfonacion e hidratacion de cicloalquenos

Acido sulfarico

0]

1, 3, 5 - ciclohexatrieno Intermediario Acido bencesulfénico

Il
*  HO—S—OH HH
T -
2, 4 - ciclohexadieno Intermediario Acido bencesulfénico

8

0 o
S ) .

c)
\[\—f—n* Acido sulfurico oo o
/ *
) n 0 7k)v ST \i\/v - 1O %j—/(
/{/ \]\ *  HO—S—OH — 7( — e W
n ‘—|_‘n B é', )( £ : '{/ _l_\]‘

Ciclohexeno Intermediario Acido bencesulfénico

d

Ol 4

Figura 7. Reaccion de sulfonacién e hidratacion de cicloalquenos: a) 1, 3, 5 —

ciclohexatrieno, b) 2, 4 — ciclohexadieno y c) ciclohexeno. Fuente: Eigler y cols., 2013.
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Como intermediario se obtiene el organosulfato, acido bencensulfénico (Eigler y
cols., 2013). Esto se evidencia durante la reaccion con la aparicion de un color azul

- oscuro, conocido como grafito azul (Dimiev y cols., 2014).

Por afinidad electroquimica, el ataque nucleofilico se dara en los dominios sp? de
los atomos de carbono. Esta unién se estabilizara con la formacién de dominios sp?,
repercutiendo su estructura con la aparicién de regiones amorfas (Sheshmani y
cols., 2013).

Simultaneo a esto, las moléculas de agua producen hidrélisis del organosulfato
ciclico formando un nuevo enlace C — O e introduciendo aleatoriamente en bordes
y superficie laminar, grupos hidroxilos, fenoles y epoéxidos, tras la oxidacion de
alquenos sustituidos con fenilo (Yapu y cols., 2013; Eigler y cols., 2013) (Figura 8).
Por la reactividad de los grupos epoxidos presentes en las laminas, es posible la

formacion de sulfatos covalentes reticulares con intermediarios vecinos.

a) Acido sulfarico H o Ciclohexeno epoxico
0
s I ] I :
HO—S—OH  _| O—S—OH —t—n

. I J . )

n —_— n —_— n n
| Hz0 - °

n n — no——n " ) +

HSO;5
Bisulfito sédico

—*—h o) | H\O—(ls?—OH i "
\{[: i Ho—(l'sjl'—OH \F_}—{Q 8 \[\_'0_‘1 X )
TN w4 _’_rx {/ _’_\4

Ciclohexeno Ciclohexeno epoxico

Figura 8. Mecanismo de formacién de grupos epdéxidos en a) 2, 4 — ciclohexadieno y b)

cicloalquenos presentes en grafeno y grafito.

La segunda etapa de la reaccion comienza tras la adiciéon de NaNOs a la solucién.
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Esta molécula se ioniza en Na* y NOs, actiian junto con el anién sulfato (SO4)?
aumentando el espacio interlaminar, de esta manera, los agentes oxidantes

penetran con mayor facilidad por estos espacios (Sheshmani y cols., 2013).

Al polarizarse estas moléculas, atraen a las especies ionicas de carga opuesta vy,
en las capas méas externas del grafito, se introducen estos iones y provocan una

expansion y separacion (Jerénimo y cols., 2019).

Ademas de evitan el re- apilamiento, estas moléculas favorecen la rotura de capas
grafiticas y penetracién del KMnOa, dando lugar a una mayor formacion de grupos

oxigenados (Rodriguez- Pastor y cols., 2014).

La tercera etapa se afiade KMnO4 al preparado anterior, habiendo una reaccion
inmediata. Como producto de la reaccion entre KMnOg4 y los demas reactivos se
forma el heptdéxido de dimagnesio (Mn207) y 6xido de manganeso (VI) (MnOs*)
(Figura 9) a quienes se les atribuye como agentes oxidantes selectivo de

hibridaciones sp? (Dzhabiev y cols., 2005).

Mecanismo de reaccion

H2804 + KMnO4 + 803 — Hzo + K2804 +S+ MnSO4

H,0 + SO; o H,S,0;
SO, + H,S0, N 15,0,
Mn,O7 + HyS,0; —> 2MnO3HSO,

KMnO, + 3 H,SO, ——>» K+ MnO3Jr + H30+ +3 80, [()xido de manganeso (VI)
MnO;" + MnO, —»  Mn,0, Heptoxido de dimagnesio]

Figura 9. Mecanismo de reaccion de permanganato de potasio con acido sulfurico.
Formacion de ion heptoxido de dimagnesio, 6xido de manganeso (VI) y productos

secundarios.

43



El ataque nucleofilico se dara al contacto con los anillos aromaticos presentes en el
grafito (Cepeda y cols., 2017). De las tres estructuras presentes aleatoriamente en
la superficie de las ldminas de grafeno (1, 3, 5 — ciclohexatrieno, 2, 4 -
ciclohexadieno y ciclohexeno), los iones anteriormente mencionados pueden
reaccionar con las insaturaciones de sus anillos y generar nuevas estructuras
(Figura 10). La reaccion del KMnO4 en medio &cido se evidencia con la aparicion de
un color verde oscuro (Roger y cols., 1961).
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¥ e
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Hepatoxidode 1,3, 5 - ciclohexatrieno Intermediario Agua 5, 6 - dihidoxi
dimagnesio ciclohexadieno

Hepatoxido de dimagnesio 2, 4 - ciclohexadieno 4, 5 - dihidroxi ciclohexadieno
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Hepatoxido de dimagnesio  Ciclohexeno 2, 3 - dihidroxi ciclohexano

Figura 10. Mecanismo de reaccién de heptéxido de dimagnesio a) 1, 3, 5 — cilcohexatrieno

(rojo), b) ciclohexeno (azul) y ¢) 2, 3 — ciclohexeno.

La presencia de otros iones con reactividad menor, es probable que también

participen en el proceso de oxidacion, sobre todo en las zonas vulnerables del

grafito, como aquellas donde el grupo oxigeno sea un intermediario y posteriormente
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se estabilice (Ibarra-Hernandez y cols., 2018). De esta manera, el grado de
oxidacion sobre la estructura dependera de la difusién de estas moléculas y la
morfologia de las laminas (Eigler y cols., 2013). Los &tomos de carbono unidos a
los grupos OH distorsionan ligeramente su estructura tetraédrica, lo cual arruga
parcialmente la lamina. Esto se debe a que la estructura es casi plana en regiones

bencénicas (Ling., 2019).

El agente oxidante necesita reemplazar moléculas intercalantes existentes o
insertarse entre ellas. Este paso determina la velocidad de formacion del OG
(Dimiev y cols., 2014). Tras la interaccion con alcoholes y fenoles, continuara la

oxidacion para la formacion carbonilos y acidos carboxilicos (Figura 11).

0]
®
R=—CH, + MnO; —— > R—C—OH + CO,
6

Mn207

Figura 11. Esquema general formacion de acido carboxilico, siendo R el alqueno donde se

lleva a cabo la escision para la posterior introduccién de grupos funcionales.

La pérdida de continuidad en los bordes laminares del grafito también deja expuesto
a sufrir oxidacion por accion de estos agentes (Yapu y cols., 2013). Las estructuras
ciclicas terminales, el grupo reaccionante es metilo, dando como resultado la

formacion de acido carboxilico (Figura 12).

Oxidacion de alquilbenceno

Y

Tolueno Acido benzoico

Figura 12. Oxidacién de tolueno por reaccién con permanganato de potasio en medio acido.

Formacion de acido carboxilico en la estructura de grafeno.
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En el caso de los grupos funcionales hidroxilos terminales, el esquema de reaccion
se puede generalizar con una reaccion con el grupo fenol y KMnO4, produciendo
como intermediario el grupo aldehido, donde tras una progresion oxidativa, tendera
a formarse el grupo hidrato y finalmente ac. carboxilico en la estructura de grafeno

por sobre- oxidacién de alcoholes (Figura 13).

Reaccion de alcoholes primarios y secundarios (alquibenceno). Sobreoxidacion de alcoholes

O, OH

N

Hidrato Ac. carboxilico

Cetona

Figura 13. Sobre- oxidacién de alcoholes para formacién de aldehido (intermediario) y acido
carboxilico en la estructura de grafeno. En una primera etapa, el permanganato de potasio
en ambiente &cido propicia un ataque nucleofilico seguido de la formacién del grupo
carbonilo (como intermediario), seguido de la deprotonacion del grupo hidrato para la
formacion final de ac. carboxilico.

La cuarta etapa consiste en un proceso de purificacion de la solucion, para ello se
adiciona peroxido de hidrogeno (H2032) con la finalidad de eliminar el exceso de

permanganato y didxido de manganeso (Zaaba y cols., 2017).
H202 + KMNnO4 + H,SO4 2 MnSO4 + KHSO4 + O3 + H20
H.O> = O, + H,O

El perdxido al ser altamente polar, se descompone en oxigeno gaseoso (O3) y agua,
lo cual implica una reaccion altamente exotérmica (Bascufian y cols., 2007). Esto
resulta termodinamicamente desfavorable debido a pirdlisis de grupos que
contienen oxigeno, produciendo monoxido y didxido de carbono en forma de vapor.

Por esta razén, OGr resulta ser heterogéneo en su quimica superficial, mostrando
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tras su exfoliacion y posterior funcionalizacion, una distribucion superficial diferente
(Wilson y cols., 2009; Dreyer y cols., 2010). Paso seguido, se adiciona agua miliQ
(H20) para remover residuos y absorber el CO2, que al disolverse forma é&cido

carboénico (H2.COs), de ahi el aumento de la acidez.
H,O + CO, = H.COs3

Es posible que, tras entrar en contacto con agua, los acidos carboxilicos presentes

en OGr sufran una protonacion del oxigeno y formen hidratos (Figura 14).

Mecanismo de reaccién
Etapa 1. Protonacion del oxigeno carbonilico.

O (©)
H C—C// L He,C—C;OH
’ \H \H
Etapa 2. Ataque nucledfilo del agua al carbonilo protonado
g(gH OH
HsC—C\/ H3<:—cf‘\/ea
H OH,

H,O :

Etapa 3. Desprotonacion del hidrato

OH
R T N |
HsC—O\® HsC TH [Hidrato
OHz OH

Figura 14. Ejemplificacion de la formacion de hidratos por protonacion de oxigeno

carbonilico presente en la estructura de grafeno.

La basificacion del medio para llegar a la neutralidad se hace con NaOH, donde los

ajustes del pH ocasionan una reaccion adicional:

H,CO, == H,CO;y = - + . . ,
V3 273 COs"*H £l 0Gr obtenido tiene un color mucho mas

claro que el grafito debido a la pérdida de conjugacién electrénica provocada por el
proceso de oxidacion (Lerfy cols., 1998). Su aspecto es aspero y rugoso, de forma

laminar con bordes irregulares (Mkhoyan y cols., 2009).
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La morfologia laminar, su dimension y transparencia, dependera del grado de
oxidacion y la estrategia de exfoliacion utilizada durante la sintesis (Krishnamoorthy
y cols., 2013). La velocidad de calentamiento por adicion de reactivo, también es un
factor importante, un rapido calentamiento resulta en una expansion y delaminacion,
esto por la rdpida evaporacién del agua y gases producidos por la pirdlisis térmica
de los grupos oxigenados (Schniepp y cols., 2006; Stankovich y cols., 2007)

4.5.2. Métodos de exfoliacion de OGr

Como anteriormente mencionamos, se obtuvo OGr por el método de oxidacion
Hummers. Estructuralmente, el grafito ha sufrido la incorporacién de grupos
oxigenados en superficie, y aumentado el distanciamiento interlaminar, sufriendo
una exfoliacion quimica parcial (Park y cols., 2009). Ademas, la presencia de
oxigeno en OGr lo vuelve altamente hidrofilo, de aqui su facilidad de exfoliacion en
medios acuosos (Long y cols., 2010).

En la actualidad, existen diversos métodos de exfoliacion de OGr difiriendo entre si,

por las caracteristicas morfolégicas del OG obtenido

La exfoliacion térmica es uno de ellos. Supone que los compuestos de intercalacion
en grafito, tienen a exfoliar al calentarse, esto mediante la formacion de gas a nivel
interlaminar. Chung, (2002), expandié térmicamente al grafito intercalado con

H2S0O4, sin lograr una exfoliacion completa del grafito a nivel de laminas individuales

La exfoliacion mecanica por su parte, hace uso de un bafio de ultrasonidos en agua
o disolventes organicos. Paredes y cols., (2008), informaron acerca del uso de N,
N-dimetilformamida (DMF), N-metil-2-pirrolidona (NMP), tetrahidrofurano (THF) y
etilenglicol como solventes exfoliantes para la obtencién de OG. Se reportd que
estos solventes facilitaron la exfoliacion a obtencidn de laminas con gran estabilidad
a largo plazo. Jung y cols., (2007) obtuvieron por exfoliacibn mecanica, laminas de
OG reducido con tamafio inferior a los 500 nm, esto para evaluar las propiedades
Opticas del material. Esto sustenta que, agitar mecanicamente la muestra durante
un tiempo suficiente, es una alternativa para lograr la des- laminacion del OGr y

obtencién de OG (Wang y cols., 2010). Pese a esto, es importante controlar los
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tiempos de sonicacién pues la energia aplicada sobre las [aminas podria reducir el

tamafo por acumulacion de tensiones (Botas y cols., 2013).

El uso de agentes quimicos como método de exfoliacién es poco eficiente, ya que,
si bien es cierto, la penetracién de estos en el espacio interlaminar del OGr produce
una exfoliacién parcial, no es suficiente como para producir laminas individuales de

OG, o de hacerlo, estas tenderian a reagruparse (Marcano y cols., 2010).

Por las razones anteriormente mencionadas, la exfoliacion mecanica por agitacién

o0 ultrasonicacién en agua, es la mas utilizada en la obtencion de OG.
4.5.3. Funcionalizacion de OG

Con el fin de mejorar el tratamiento tradicional contra el cancer, se ha optado por el
disefio y desarrollo de nuevos sistemas terapéuticos que cumplan con una
distribucion dirigida de farmaco a la zona de afeccion (Cheny cols., 2013). Dado los
avances logrados en la investigacion del OG como sistema transportador de
farmacos, se ha probado el suministro de diversos medicamentos anticancerigenos

con liberacion selectiva en los sitios del tumor (Cao y cols., 2015).

Recientemente Vinothini y cols. (2019), reportaron la eficiencia terapéutica del
paclitaxel (PTX) cargado en OG y acrilato de metilo (MA) como vehiculo
transportador. Este sistema fue conjugado adicionalmente con acido félico (FA), un
ligando ampliamente utilizado por su afinidad a los receptores de folato
(glicofosfatidilinositol), expresados en cancer de mama, ovario, pulmon y colon. Los
resultados mostraron alta especificidad hacia los receptores de células de cancer

de mama, asi como un efecto inhibitorio en el crecimiento celular del mismo.

Resultados similares fueron reportados por Deng y cols., (2018), quienes estudiaron
la liberacion de PTX — OG reducido, encapsulado en albumina de suero humano
(HSA). A su vez, se conjug6 con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
para el direccionamiento especifico al sitio de tumor. Este sistema mostré buenos
resultados en evaluaciones in vitro e in vivo, pues el efecto fototérmico de OG y la

expansion térmica de los depdsitos de HSA, permitieron una liberacion controlada
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de PTX y un efecto anticancerigeno en células de carcinoma adenoide quistico
(ACO).

Jung y cols., (2014) conjugaron OG con &cido hialurénico (HA) para la liberacion y
entrega especifica de epirubicina in vitro, con células de melanoma B16F1. Estas
células expresan receptores CD44 y LYVE - 1, por lo que la afinidad del HA es alta,
facilitando la endocitosis del compuesto epirubicina/OG - HA. Este ensayo
demostré, ademas, que la carga y liberacién de epirubicina fue dependiente del pH,

mostrando mejores resultados a pH &cido.

Eckhart y cols., (2019) conjugaron covalentemente OG con poliglutamato (p Glu) y
polilisina (p Lys). La finalidad fue evaluar los posibles efectos de osteogénesis y
neurogénesis de los péptidos conjugados Pep - G. Para ello, se hizo uso de la linea
celular PC12, la cual es una mezcla de células neuroblasticas y eosinofilicas de
rata. Los resultados demostraron adhesion celular y diferenciacion neuronal
mejorada. Esto contribuyen la investigacion de andamios de tejido regenerativo a

base de materiales grafiticos.

Publicaciones similares realizadas por Roggenbuck y cols., (2012) y Managit y cols.,
(2003) reportaron el uso de carbohidratos como moléculas de direccionamiento
vehicular de OG, transportador de doxorrubicina, con fines terapéuticos para el
carcinoma hepatocelular (CHC). Cao y cols., (2015) sugieren aprovechar la alta
afinidad de la lactosa hacia los receptores de células hepaticas, para direccionar

privilegiadamente, medicamentos a esta zona tumoral.
4.6. Sistemas transportadores con direccionamiento celular

La falta de control en la distribucion de los medicamentos administrados, genera
una serie de desventajas que culminan en que el tratamiento sea poco efectivo
(Hirsjarvi y cols., 2011). Con la finalidad de mejorar esto, la mayoria de los esfuerzos
se encuentran dirigidos en el disefio de sistemas de liberacion de farmacos con
duracion prolongada en circulacion (Rojas y cols., 2016). La nanomedicina propone

gue estos sistemas de distribucion de farmacos adicionalmente tengan
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direccionamiento hacia la zona de afeccion, evitando los efectos no deseados del

tratamiento convencional (Liechty y cols., 2010).

Estos sistemas de liberacion suponen incorporar al farmaco dentro de matrices
poliméricas, evitando alcanzar concentraciones téxicas en sangre, protegiéndolos
del ambiente y aumentando el tiempo de interaccion con células especificas (Ni y
cols., 2012). Los sistemas nanoestructurados que respondan a estimulos externos,
luz, calor, pH o campos magnéticos, son candidatos ideales para la liberacion

controlada de farmacos (Zhou y cols., 2014).

Los nanomateriales inorganicos han adquirido gran interés como transportadores
de farmacos debido a su gran estabilidad, alto rendimiento y bajo costo (Wu y cols.,
2014). Recientemente se ha propuesto al OG como material de suministro de
farmacos debido a su biocompatibilidad, alta solubilidad y gran area superficial (Wu
y cols., 2013).

Hay dos maneras de inducir el direccionamiento de farmacos, de forma activa o
pasiva. En el direccionamiento pasivo, es muy importante el tamafio de la particula
para poder determinar la ruta de circulacion, interaccion y eliminacién del farmaco,
ya que este proceso es tipo difusion (Lee y cols., 2012; Peppas y Blanchette y cols.,
2004). Este criterio es importante, ya que, por ejemplo, en el caso del higado, es
sabido que nanoparticulas transportadoras de farmacos con tamafio mayor a los

100 nm, son capturadas (Schafer y cols., 1994).

En el caso del direccionamiento activo, es necesario el uso de un ligando en la
superficie del material transportador de farmaco, el cual sera reconocido y captado
por la célula de interés (Hirsjarvi y cols., 2011). En este sentido puede hacerse uso
de ligandos superficiales del material transportador, para seleccionar
especificamente, moléculas de superficie celular con quienes interaccionara y
posteriormente sera internalizado (Xu y cols., 2015). Para fines practicos, este tipo
de transporte ha tenido gran impacto en la incorporacion de sistemas para el
tratamiento de cancer, en especial, contra el carcinoma hepatocelular (Bertrand y
cols., 2014).
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4.7. Carcinoma hepatocelular

El CHC es un tipo neoplasia del higado que afecta los hepatocitos (Forner y cols.,
2016). Se trata de un hepatoma que se manifiesta con hipervascularidad y con un
crecimiento intrahepético (Aguilar y cols., 2015). Este padecimiento deriva de un
93% de enfermedades metabdlicas hereditarias, o en el 20% restante, por
enfermedades de caracter adquisitivo como alcoholismo, hepatitis B y C
(Nordenstedt y cols., 2010; Huezo y cols., 2014).

4.7.1. Epidemiologia

El CHC es el séptimo tipo de cancer con mayor frecuencia y la tercera causa de
muerte a nivel mundial (Deng y cols., 2015; Aguilar y cols., 2015). Mas de medio
millén de casos son diagnosticados anualmente, lo cual representa un problema de
salud publica (Ferlay y cols., 2015). Alarmantemente, el CHC es uno de los pocos
canceres cuya incidencia se encuentra en aumento continuo, anualmente su
prevalencia indica que la tasa de incidencia es muy similar a la tasa de mortalidad
(Aguilar y cols., 2015).

A nivel mundial el mayor nimero de casos se ha presentado en Asia y Africa,
mientras que en Europa y América el nimero es mucho menor (Huezo y cols.,
2014). En México, la incidencia ha aumentado en los ultimos afos llegandose a
registrar alrededor de 6 mil casos anualmente (Uribe y cols., 2010; Fernandez, y
cols., 2011). Por desgracia en México al igual que en otras partes del mundo, la tasa
de incidencia es muy similar a la tasa de mortalidad, presentandose un mayor
namero de casos en poblaciones de 65 afilos 0 mas, afectando tanto a hombres

como mujeres (Méndez - Sanchez y cols., 2008; Huezo y cols., 2014).

Una de las causas que vuelve mortal a este tipo de cancer son 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 (Schwartz y cols.,
2014).
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4.7.2. Alteraciones presentes en CHC

Dentro de las alteraciones que se presentan en CHC, se encuentran las tisulares y
moleculares. Las alteraciones tisulares, se caracterizan por la presencia de nédulos
regenerativos con tamafios de 1 cm, y que resultan en una proliferacion
descontrolada de células hepéticas (Balogh y cols.,, 2016). Los hepatocitos
tumorales necesitan de mayor cantidad de energia y sustrato que las células
normales, esto por la sintesis anormal de novo de nucleétidos, lipidos y proteinas
para su incontrolable proliferacién, haciéndose presente, ademas, la
hipervascularizacion (Kim y cols., 2016). En condiciones normales, los vasos
sanguineos del higado estan constituidos por células endoteliales, células murales
y membranas basales (Ebrahimkhaniy cols., 2017). Sin embargo, en la zona del
tumor es frecuente la presencia de vasos sanguineos con diametros y estructuras
irregulares, atribuibles a la ausencia de células endoteliales 0 membranas basales,
permitiendo con ello un aumento en la permeabilidad y retencién en la zona (efecto
PER) (Ebrahimkhani y cols., 2017). Esta es una alteracién en la cual particulas
grandes, incluyendo proteinas, macromoléculas, liposomas, micelas, etc., tienden a
acumularse y prolongar su tiempo de retencion en los tejidos tumorales (Danhier,
2016).

Por otra parte, las alteraciones moleculares se presentan en los hepatocitos
presentes en el CHC, donde se observa una sobreexpresion de diferentes
receptores de la membrana celular (Ebrahumkhani y cols., 2014). Entre los
receptores mas importantes de este tipo de célula, se encuentra, el receptor de
acido glicirretinico (RAG), integrinas, receptor de transferrina (RTf), CD+, receptor
de biotina, receptor de factor de crecimiento (GFR) y el receptor de
asialoglicoproteinas, mismo que predomina en abundancia e importancia (D'Souza

y Devarajan, 2015; Wang y cols., 2015).
4.7.3. Receptor de asialoglicoproteinas

El RAGPs o "receptor de Ashwell-Morell" es una lectina presente en los mamiferos
cuya funcion principal es mantener la homeostasis de las glicoproteinas séricas

mediante el reconocimiento, y posterior endocitosis de glicoproteinas con residuos
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terminales de galactosa (D’Souza y Devarajan, 2015; Huang y cols., 2017; Liu y
cols., 2017). Los hepatocitos pueden llegar a expresar hasta 500 000 RAGPs en
sus lados basales (Liu y cols., 2017). Estos receptores también se encuentran en
menor proporcion en células extrahepaticas como monocitos, macréfagos

peritoneales, espermatozoides y células intestinales (D’Souza y Devarajan, 2015).

Estas glicoproteinas al llegar al término de su vida media, son endocitadas a través
de vesiculas revestidas con clatrinas, para ser posteriormente llevada a los

lisosomas para su degradacion (Huang y cols., 2017).

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 15) (Huang y
cols., 2017). Tienen el dominio citoplasmatico muy corto, con un amino terminal. La
region del tallo consistente en repeticiones de estructuras en espiral helicoidal
(Grewal, 2017). El tallo une la membrana de la region donde se lleva a cabo la sefial,

los dominios de reconocimiento de carbohidratos (CDRS).

Galactosa

Dominio de
reconocimiento de

H2

Dominio

r d Y citoplasmatico

Figura 15. Representacién esquematica de la estructura y relacién geométrica del sitio de

unién del RAGPs. Fuente: Huang y cols., 2017.

En los CDR se encuentra un centroide que esta formado por los aminoécidos acido
aspartico 241, acido aspartico 265, asparagina 264, acido glutamico 252, glutamina
239 y triptéfano 243. Este es el sitio de union al ligando, donde se forman puentes

de hidrégeno de los grupos 3- y 4- hidroxilo de galactosa. Ademas, existe una
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interaccion hidrofoba con atomos C3, C4, C5 y C6 pertenecientes al triptéfano 243
de RAGP, que le confiere estabilidad a la interaccion con la galactosa (D’'Souza y
Devarajan, 2015).

4.7.3.1. Unidn ligando — RAGP

Es bien sabido que ligandos a base de carbohidratos exhiben una alta afinidad al
RAGP. Arabinogalactano (AG), por ejemplo, es 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, 2017; D’'Souza y Devarajan, 2015)

Para que pueda dar la interaccion con el RAGP, se deben considerar factores
isoméricos del carbohidrato, la densidad, ramificacion y enlace de galactosa
(D’Souza y Devarajan, 2015). En el caso de este receptor, es importante que el
carbohidrato se presente en D-galactosa, debido a que se forman los puentes de
hidrogeno y las interacciones hidrofébicas correctas con el RAGP. Por otra parte, la
densidad de superficie es importante ya que la superficie de galactosa se asociara
con mayor fuerza de union. Esto es debido a que el receptor tiene tres CDRs y, por
lo tanto, tres sitios de union al ligando. Es decir, mientras mayor sea la densidad de

galactosa, mas probabilidad habra de interaccionar.

En el caso de los enlaces de galactosa, se ha reportado que los 3-Gal (31-4) tienen
mayor afinidad que otros tipos de enlaces. Se observé que los a-Gal (a1-3)
disminuye la afinidad de 50 a 250 veces en comparacion al f1-4 (Grewal, 2017,

D’Souza y Devarajan, 2015).
4.8. Terapia contra el cancer. Doxorrubicina

Doxorrubicina es un farmaco antitumoral ampliamente utilizado en la terapia contra
el cancer (Wu y cols., 2014), actuando como intercalador del ADN (Aubel-Sadron,
1984). Debido al caracter de administracion sistémico, puede causar

cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad (Speth y cols., 1988; Tulubas y
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cols., 2013). Para evitar la expresion de estos efectos secundarios, se ha propuesto
la vectorizacion especifica hacia el sitio de afeccion, esto con el uso de un nano-
transportador que incluya en su estructura una molécula ligando, que facilite la

interaccion y posterior endocitosis del sistema (Depan y cols., 2011).

Existen diversos tipos de mecanismos utilizados para cargar medicamentos sobre
materiales nanoestructurados, tales como adsorcion superficial, encapsulacion,
enlaces de hidrogenos, y otros tipos de interacciones (Zhou y cols., 2014).
Estructuras que contengan moléculas altamente aroméaticas, pueden interaccionar
con otras complementarias a través de fuertes interacciones no covalentes tipo 1, y

con ello, aumentar la capacidad de carga de farmaco (Ebrahimkhani y cols., 2008).

El OG, cuya estructura exhibe carbonos con hibridaciéon sp?, distribuidos a lo largo
de una gran area superficial, esto resulta ventajoso al momento de promover la
adsorcion del farmaco en comparacion a otros materiales transportadores (Wu y
cols., 2013).

A pesar de estas ventajas, se debe tener en consideracion las posibles limitantes
tras la modificacion. Por ejemplo, el tamafio de los sistemas transportadores para
superar las barreras del sistema reticuloendotelial (Zhaoy cols., 2014). La presencia
de poros (400 nm a 2 um) en el endotelio de los vasos sanguineos, favorece la
extravasacion de nanoparticulas con menor tamafio hacia el torrente sanguineo, y
aprovechando el efecto de permeabilidad y retencion, el sistema transportador
llegaria a la zona del tumor (MacEwan y cols., 2010). Otro factor importante es la
eficiencia de carga de farmaco, la cual es dependiente del material polimérico donde
se pretende inmovilizar o encapsular (Yang y cols., 2008). Respecto a esto, se ha
informado acerca del grado de saturacion de OG alrededor de 1 mg DOX/ 1 mg OG
respecto a otros materiales, los cuales tienen una eficiencia de carga menor (Depan
y cols., 2011).

Esta capacidad de carga aunado con una funcionalizacion adicional que promueva
una vectorizacién activa hacia el sitio de afeccion, postularia al OG como posible

transportador de farmacos con fines terapéuticos.
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4.8.1. Mecanismo de adsorcién DOX - OG

La DOX puede cargarse sobre OG por interacciones 1 - 1, efecto hidrofobico y
puentes de hidrogeno (Figura 16) (Han y cols., 2008). Los enlaces de hidrégeno
entre DOX y GO pueden presentarse de la siguiente manera: (—COOH) de GO y (-
OH) de DOX; (—COOH) de GO y (-NH>) de DOX; (—OH) de GO y (-OH) de DOX; y
(-OH) de GO y (-NH) de DOX (Wu y cols., 2013). Debido a que la estructura del
OG posee regiones con carbonos hibridados sp® que contienen grupos funcionales
oxigenados, también poseen regiones con carbonos hibridados sp? en la red

aromética que mantienen su dominio (Yang y cols. 2008).

Figura 16. Mecanismo de adsorcién DOX sobre lamina de OG; (izquierda) vista superior y

(derecha) vista lateral. Fuente: Vovusha y cols., 2018.

Por otro lado, las interacciones tipo ™ — 1 entre OG y DOX, puede ser las mas
importantes, ya que la carga de DOX en OG puede seguir siendo alta aun

disminuyendo los puentes de hidrégeno en condiciones acidas (Zhou y cols., 2014).

OG al tener una carga superficial negativa, atraen facilmente moléculas de DOX
cargadas positivamente, lo cual produce una adsorcién mediada por atracciones

electrostaticas (Lin y cols., 2008).

4.8.2. Mecanismo de desorcidn de doxorrubicina
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El comportamiento de un sistema transportador de farmacos depende de varios
factores experimentales como pH, tamafio, tasa de degradacion, interaccion
superficie - farmaco, y el comportamiento del sistema en solventes organicos
(Depany cols., 2011). Una vez formado el sistema OG — DOX, a pH bajo, aumenta
la hidrofilia y con ello la solubilidad de DOX debido a una mayor protonacién de los
grupos (—NH2) lo que conduce a la liberacion del farmaco en condiciones acuosas
(Wuy cols., 2013).

En condiciones acidas, (—NH2) forma (-NHs") y, por lo tanto, no puede formar
enlaces de hidrégeno. Ademas, el (H*) competir4 con los grupos formadores de
enlaces, para luego debilitar la interaccion del enlace hidrogeno formado (Yang y
cols., 2008). En condiciones béasicas, (-COOH) de OG existe como (-COQO") y puede
formar enlace de hidrogeno con (-OH) o (-NH2) de DOX. Su comportamiento a
diferentes pH se muestra en la tabla 1. Esto permite la presencia de interacciones
coulombicas ya que, a pH basico, los grupos funcionales terminales tanto del OG
como de DOX se ionizan, y hace posible que tiendan a interaccionar

complementariamente (Depan y cols., 2011).

Tabla 1. Grupos que pueden forman puentes de hidrogeno en OG y DOX apH 2, 7y 10.

pH 0G DOX
10 —OH —OH, NH;
7 —OH, —~COOH —OH, NH;
2 —OH, —~COOH —OH

El comportamiento del material en el medio depende del pH, y esto puede resultar
ventajoso en la liberacion del farmaco, tanto en microambientes cancerosos (pH
6.8) como en los organulos lisosomales y endosomales (pH 5.0 — 6.5) de las células
(Wu y cols., 2013). Asi, el comportamiento del sistema puede determinarse por
medicién del potencial Z a diferentes pH. Esto es de suma importancia ya que la
desorcién de DOX en OG, se da en citoplasma, luego pasar al nacleo donde se
intercala con el ADN. Esto evita la replicacion y division celular, lo cual conduce a la

apoptosis (Zhou y cols., 2014).
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Por lo anteriormente explicado, en este trabajo se sintetiz6 OG como sistema
transportador de DOX, con orientacion especifica hacia los dominios de
reconocimiento de carbohidratos presentes en la membrana de células
cancerigenas de higado. Esta selectividad estara dada por la funcionalizacién de

moléculas de carbohidratos (lactosa) en superficie del sistema.

5. PARTE EXPERIMENTAL
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5.1. Materiales

El grafito, 3-aminopropil trietoxisilano (APTES), medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), suero fetal bovino (FBS), D-lactosa monohidratada (Lac),
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) se compraron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Las
células HepG2 (cancer de higado humano), HelLa (carcinoma cervical humano) y
T47D (carcinoma de mama humano) se obtuvieron de ATCC (Manassas, VA, EE.
UU.). La aglutinina | de Ricinus communis (RCA 1) se obtuvo del Vector Lab
(Burlingame, CA, EE. UU.). Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando

agua pura Tipo 2 (0.18 uS cm™1).

5.2. Metodologia
5.2.1. Oxidacion de grafito (OGr)

La oxidacion del grafito se llevo a cabo mediante el método de Hummers y Offeman
(1958), con y sin modificaciones. En el método sin modificaciones se pesaron 0.250
g de grafito en polvo y se afiadieron a un matraz Erlenmeyer con 15 mL de &cido
sulfurico concentrado, manteniendo una temperatura de 1°C en bafio de hielo y
agitacion constante. Posteriormente, se afiadieron 0.254 g de nitrato de sodio,
manteniendo las condiciones de agitacion y temperatura, durante 60 min. A
continuacion, se afadio lentamente 1.208 g de permanganato de potasio dividido
en tres porciones de 400 mg (3 min entre cada adicidon) a una temperatura de
reaccion de 37°C. La solucion se mantuvo en placa de agitacion a 500 rpm durante
60 min, obteniendo 6xido de grafito (Botas y cols., 2013).

Para la purificacion de la muestra se afiadieron 15 mL de agua desionizada seguido
de 5 mL de perdéxido de hidrégeno (Thomas y cols., 2013). Esta adicién se realizo,
cuidando que la temperatura no subiera por encima de los 70 °C, ya que es una
reaccion exotérmica. Nuevamente, la soluciéon se mantuvo en agitacion durante 45
min, para luego adicionar 25 mL agua desionizada. Para remover los productos de
desecho, se llevo a centrifugaciéon a 1355 x g/ 10 min/ 14°C. Estos lavados se

repitieron hasta que el sobrenadante quedd transparente. Entre cada ciclo de
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centrifugacion, la muestra fue re- suspendida y homogenizada por vortex. Una vez
qgue la solucion fue clarificada, se ajustd el pH hasta la neutralidad, afiadiendo
hidréxido de sodio. La muestra fue etiquetada como OGr 1 y fue almacenada para
continuar posteriormente con el proceso de exfoliacion.

En el método con modificaciones, la oxidacion del éxido de grafito partié de 0.250 g
de grafito en polvo y se afiadieron a un matraz Erlenmeyer, al cual se le adicion6 25
mL de acido sulfarico. La solucion se coloco en placa de agitacion 510 rpm durante
35 min a aproximadamente 1°C. A continuacion, se afiadieron 0.423 g de nitrato de
sodio en dos porciones con intervalo de 10 min en agitacion constante durante 60
min. Tras este tiempo, se retiré el bafio de hielo y se pesaron 2 g de permanganato
de potasio, mismo que fue dividido en 4 porciones y afiadido a la soluciéon con un
intervalo de tiempo de 5 min. La temperatura se mantuvo a 37 °C en agitacion
durante 80 min. Una vez obtenido el 6xido de grafito, se procedio a la purificacion
de la muestra. Se afiadieron 25 mL de agua desionizada y 8.3 mL de peroxido de
hidrogeno, con agitacion durante 60 min, cuidando que la temperatura no superara
los 60 °C. Posteriormente se realizaron lavados bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas. La muestra fue guardada y etiquetada como OGr 2,

para su posterior exfoliacion.

5.2.2. Exfoliacion de OGr en agua

Para la exfoliacion de OGrl y OGr2, las muestras fueron sonicadas en hielo por
separado con 20 mL de agua desionizada en un procesador ultrasonico Q500 a una
amplitud de 35% con varios pulsos de 45 segundos On y 15 segundos Off durante
20 min. La suspensiéon obtenida se centrifugd a 1355 x g durante 25 min a 15°C.
Este procedimiento fue repetido cuatro veces. Las muestras resultantes, fueron
consideradas como 6xido de grafeno y se les denominé como OG 1y OG 2, para
luego ser almacenadas a -80 °C vy ser liofilizadas para su posterior caracterizacion

y UsO.
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5.2.3. Silanizacion de OG con APTES (OGA)

Las muestras liofilizadas OG 1 y OG 2, fueron sometidas a un proceso de
silanizacion con 3-aminopropil trietoxisilano (APTES). Este proceso fue dividido en
dos partes. La primera consisti6 en pesar 50 mg de OG 1 en polvo y se le
adicionaron 30 mL de etanol. La muestra se dej6 en agitacion y se afiadieron 50 pL
de APTES, y se dej6 interaccionar durante 24 h. Después, se realizaron tres lavados
de la muestra para eliminar el exceso de APTES, centrifugando a 1355 x g durante
5 min. El producto resultante OG 1- APTES, fue etiqguetado como OGA 1a, el cual
fue congelado y liofilizado para su uso posterior.

En la segunda parte se siguié el mismo protocolo, pero utilizando 10 uL de APTES
y el producto resultante fue etiguetado como OGA 1b. Para las muestras OG 2 se
siguid el mismo procedimiento que OG1, dando lugar a los productos OGA 2a 'y
OGA 2b.

5.2.4. Glicacion térmica de OGA con lactosa (OGAL)

Las muestras obtenidas OGA 1a, OGA 1b, OGA 2a y OGA 2b fueron sometidas a
glicaciéon térmica con lactosa (Sarabia- Sainz y cols., 2009). Se pes6 1 mg de OGA
la en un tubo falcén y se afiadieron 15 mL de agua desionizada para re- suspender
la muestra hasta lograr su completa disolucién. Después se adicionaron 500 mg de
lactosa monohidratada a la solucién y se dejé en placa agitacion a 410 rpm durante
24 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla se congelé a -80 °C y se liofilizd. Esta
muestra se calenté en una estufa a 80 °C durante 90 min. Posterior a este tiempo,
la muestra fue enfriada a refrigeracion (4.4 °C) rapidamente para detener la reaccion
de glicacion. La muestra glicada fue lavada tres veces para remover el exceso de
lactosa sin reaccionar, utilizando 20 mL de agua desionizada para re- suspenderla
y posteriormente ser centrifugada a 1613 x g durante 20 min a 25 °C. La muestra
fue etiguetada como OGAL lay fue congelada y liofilizada para su uso posterior. El
mismo procedimiento fue realizado para el resto de las muestras, las cuales fueron
denominadas como OGAL 1b, OGAL 2ay OGAL 2b.
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5.2.5. Adsorcion de doxorrubicina en OGAL (OGAL - DOX)

La adsorcion de DOX en OGAL se llevo acabo de la siguiente manera. Se pesaron
2 mg de OGAL en un tubo eppendorf y se afiadié 500 pL de una solucién 0.5 mg
DOX/ 500 pL PBS. La mezcla se llevo a un bafio sonicador durante 10 min y se dejo
en placa de agitacion a 270 rpm durante 2 h por 10 min y a una temperatura de 30
°C, en ausencia de luz. Trascurrido este tiempo, se llevé a centrifugacion 1613 x g
durante 15 min a 15 °C.

5.3. Caracterizacién de OG y sus modificaciones

Las muestras OGr, OG, OGA y OGAL fueron caracterizadas para evaluar sus
propiedades fisicoquimicas y de compatibilidad en condiciones biol6gicamente

similares. Todas estas evaluaciones fueron realizadas por triplicado.

5.3.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con
Reflexion Total Atenuada (ATR)

El andlisis de grupos funcionales presentes en OGr, OG, OGA y OGAL se realizo
mediante FTIR (Guler y cols., 2016). Las muestras en polvo fueron analizadas en
un espectrometro FTIR con un médulo UATR (Spectrum Two, Perkin EImer, USA).
El espectro infrarrojo se obtuvo a una resolucién de 4 cm™ en un rango de 500 -
4000 cm™.

5.3.2. Ensayo con lectina ligando a enzima (ELLA)

Para este ensayo se prepardé una solucion madre de OGAL de 1 mg/mL PBS. Se
mezclaron 100 uL de OGAL con 100 pL de buffer carbonato 50 mM pH 9.6. De esta
mezcla, se tomaron 100 uL y se afiadieron por triplicado a una placa ELISA y se
dejaron reposar durante 14 h a 4 °C. Se removio la solucion y se realizaron tres
lavados con 200 uL de PBS — T (PBS Tween 20 0.1%), durante 5 min. En seguida
la muestra fue blogueada con 200 uL BSA 1.5%/ PBS - T durante 1 - 3 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se removio la solucion de blogueo y se le
afiadieron 100 pL de la lectina RCA biotinilada (1 pg/mL) para incubarse 1.5 h a
temperatura ambiente. Se realizaron nuevamente 3 lavados con PBS -T y se le
agregaron 100 uL de estreptavidina peroxidasa (1:2000) en PBS por 40 min.

Finalmente, la solucién fue removida, se hicieron 3 lavados con PBS-T y la reaccién
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de color fue desarrollada con una solucién de SIGMA FAST-OPD, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La absorbancia de la reaccion fue leida a 450 nm en
un lector de ELISA (Espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan GO) a 1 min.
3.3. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La morfologia y tamafio de las laminas se caracterizé por AFM (Alpha300RA,
WiTec, Alemania). Las imagenes AFM se reconstruyeron en el modo sin contacto,
utilizando nanosensores: NCHR (fuerza constante de 10 a 130 N/m). El analisis se
realizo utilizando imagenes de escaneo de 5 x 5 um. Las imagenes tridimensionales

(3D) se analizaron con el software WiTec project FOUR v4.1.

5.3.4. Potencial Zeta

La carga superficial de las muestras fue estimada mediante la mediciondel potencial
Zcon un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instrument Ltd., Worchestershire,
UK), siguiendo la metodologia de Lee y cols. (2017) y Kim y cols. (2016). Previo al
analisis, las muestras fueron pesadas y preparadas a una concentracion de 1
mg/mL y a un pH de 7.2 en diferentes soluciones: agua desionizada, solucion salina
fisiologica al 0.9%, PBS y DEMEM (por sus siglas en inglés Dulbecco’s Modification
of Eagle’s Medium). Una vez homogenizado la mezcla, se tomaron 250 pL de cada
muestra y se diluyo 1:4 para evitar saturar el sistema. Se agregaron 3 mL de la
solucion a una celda de cuarzo y se procedio a la lectura. Los experimentos se
realizaron a una temperatura de 25°C utilizando un angulo de medicién de 90°.
Estas lecturas fueron contrastadas con un blanco, el cual fue configurado
dependiendo del solvente utilizado. Todas las mediciones se realizaron por
triplicado.

5.3.5. Ensayo de actividad hemolitica

El analisis hemolitico de las muestras grafiticas se realizdé extrayendo muestra
sanguinea con ayuda de tubos anticoagulante BD Vacutainer EDTA, acatando la
reglamentacion estipuladas por el Comité de Investigacion de Etica. La dilucion
sanguinea se hizo tomando una alicuota de sangre total 15 uL y afiadiéndolo a una
solucion con 1000 uL de PBS (relacion 15: 1000). La solucion PBS fue previamente

homogenizada con 1 mg OG para la solucién mas concentrada, mientras que la
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muestra mas diluida fue de 0.039 mg/mL. Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 11 g /
1 min. La hemodlisis se determiné por absorbancia del sobrenadante a 540 nm,
utilizando un espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan GO). Como control
positivo se utilizd sangre total con agua en la misma relacion anteriormente
mencionada, mientras que como control negativo se utilizd sangre total con PBS sin
muestra. El calculo de viabilidad (%) se hizo midiendo la diferencia porcentual de

absorbancia entre el control positivo (100%) y el obtenido en cada muestra.
5.3.6. Ensayo del MTT

El ensayo de viabilidad celular se realizdé en las lineas celulares de carcinoma
hepatocelular (HepG2), cancer cérvico-uterino (HeLa) y carcinoma de mama
(T47D), utilizando bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT).
Segun lo descrito por Teran-Saavedra, la densidad celular por pozo fue de 10 000
células/ 200 uL medio por pocillo, para ello las variaciones en medio celular fue
DMEM (por sus siglas en inglés, Dulbecco's Modification of Eagle's Medium) para
HepG2 y Hela, y RPMI (por sus siglas en inglés, Roswell Park Memorial Institute)
suplementado con 10% SFB (suero fetal bovino) para T47D. Las células fueron
incubadas a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 h. Posteriormente, el medio se
reemplazd por 200 uL de medio homogenizado con 1mg - 0.039 mg de OG, lo
mismo para las muestras OGr, OGA y OGAL. Se determino el intervalo IC 50 de las

muestras en las células HepG2, HeLa y T47D.
5.3.7. Ensayo de bio-reconocimiento OGAL

Previo a evaluar la interaccion celular, las muestras OGA y OGAL fueron marcadas
con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) siguiendo la metodologia propuesta por
Huang y cols., (2017). Para esto, se mezclaron 0.5 mL de FITC (0.4 mg/ mL de
DMSO) con 2 mL de las muestras (OGA y OGAL respectivamente). Se dejé en placa
de agitacion 510 rpm/ 3 h en oscuridad y temperatura ambiente, para después
lavarse con agua y someterse a varios ciclos de centrifugacion (1613 x g, 10 min a

25 °C). La conjugaciéon de FITC en OGA y OGAL se evalu6 mediante espectros de
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excitacion y emision (Aexc 480 nm y Aemi 520 nm) utilizando un Fluorolog (Horiba
JobinYvon, Palaiseau France) con el software FluorEssence.

Las muestras marcadas con FITC se evaluaron utilizando células HepG2 (RAGP +)
y células HeLa (RAGP -) como control. Las células se sembraron en placas de 48
pocillos a una densidad de 10 000 células / 200 uL por pocillo usando DMEM con
10 % SFB. Se procedié a incubacion (5% de CO2 a 37 °C durante 24 h) y
transcurrido este tiempo, los pocillos se lavaron tres veces con solucién salina
fisiolégica (200 pL), para incubarse nuevamente ahora con las muestras (OGA y
OGAL) a concentraciones que iban de los 2 mg/ 200 pL - 0.039 mg/ puL a 37 °C
durante 30 min. Las células se enjuagaron tres veces con solucion salina fisiol6gica
(200 pL), y luego se observaron por microscopia confocal (las dimensiones de
imagen fueron 1024 x 1024 pixeles). La intensidad de fluorescencia se cuantifico
tomando las regiones del cuerpo celular en el campo visual que se seleccionaron
como las regiones de interés (RIO). Las imagenes y la intesidad de fluorescencia
media se obtuvieron mediante microscopia confocal (Nikon TiEclipse C2+, Japdn)

con laseres de 488 nm con un aumento de 20x.

5.3.8. Andlisis estadistico

Los datos se presentaron como media + desviacion estandar. Para el ensayo ELLA,
e determinaron diferencias significativas usando la prueba t de Student . El analisis
estadistico de la intensidad de fluorescencia de la interaccion celular se realizd
utilizando un ANOVA unidireccional seguido de la aplicacion de la prueba de Tukey.

p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El 6xido de grafeno representa unos de los materiales con gran potencial para ser
empleado en el area biomédica, especificamente como transportador de
medicamentos. Sin embargo, para poderlo utilizar, es importante que OG incluya
algunas caracteristicas como biocompatibilidad, estabilidad coloidal, baja
reactividad, entre otras. En este sentido, es imprescindible establecer las mejores
condiciones para la obtencion de laminas de OG, asi como sus adecuaciones para
ser empleado como transportador a un sitio especifico en un organismo.

Como se menciond en el apartado 5.2.1., la sintesis para la obtencion de OGr se
hizo por el método de Hummers - Offeman, sin modificaciones para la obtencion de
OGr 1 y con modificaciones, para la obtencion de OGr 2. Las modificaciones al
método se realizaron con la finalidad de aumentar el nimero de sitios oxidados en
la estructura del grafito y evaluar si aumenta la capacidad del material para
transportar DOX. Las muestras OGr 1y OGr 2 fueron exfoliadas para la obtencion
de OG 1y OG 2, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.2.2. Estas

muestras fueron etiquetadas como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Nomenclatura del etiquetado de las muestras sintetizadas por el método de
Hummers sin modificar y modificado

Nombre de la muestra Caracteristicas

OGr 1 Oxido de grafito sin modificaciones en la
sintesis

OGr 2 Oxido de grafito con modificaciones en la
sintesis

OG 1 OGr 1 + exfoliacion

0G 2 OGr 2 + exfoliacion

Posterior a la obtencién de laminas de OG, se procedi6 a la conjugacion con APTES
como se indico en el apartado 5.2.3. El objetivo de la adicion de APTES fue
incorporar grupos aminos, mediante enlaces covalentes, en la superficie de la
lamina previo a la reaccion de glicacion. Los enlaces de union entre OG y APTES

se muestran en la figura 17.
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OH COOH OH COOH

b)

Figura 17. Funcionalizacion de OG con APTES. a) Esquema de reacciébn amino -
silanizacion entre OG y APTES, b) Esquema general representa la obtencién de OGA 1y
2 (a, b), la lamina gris con puntos rojos representa al oxido de grafeno, siendo los puntos
rojos los diferentes grupos funcionales con oxigeno y la parte azul representa al APTES
soportado.

Para la amino- silanizacion de cada muestra de OG (OG1y OG 2) se evaluaron dos
cantidades de APTES, 0.214 (50uL) y 0.048 (10uL) mmoles, etiquetandose como

se muestra en la siguiente tabla 3.

Tabla 3. Nomenclatura del etiqguetado de las muestras conjugadas con APTES

OGA la OG 1 +50 pL APTES (0.214 mmol)
OGA 1b OG 1 + 10 ul APTES (0.048 mmol)
OGA 2a OG 2 + 50 pL APTES (0.214 mmol)
OGA 2b OG 2 + 10 uL APTES (0.048 mmol)
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Finalmente, las muestras conjugadas con APTES se funcionalizaron con lactosa,
mediante glicacion térmica, indicada en el apartado 5.2.4. La reaccién de glicaciéon

se muestra en la figura 18.

Figura 18 a) Representacion de la reaccion de glicacion del OGA con lactosa, b) esquema
general de representacion del OGAL. Fuente: Gagliardino y Rossi., 2000

En esta reaccion el grupo amino de APTES reacciond con el grupo carbonilo de la
glucosa presente en la lactosa, formandose primero un enlace imina (C=N) y por las
condiciones acuosas y temperatura de 80°C, se estabiliza el enlace como amina (C-
NH). Las muestras obtenidas por la glicacion fueron etiquetadas como se presentan

en la tabla 4.
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Tabla 4. Nomenclatura del etiquetado de las muestras lactosiladas

Nombre de la muestra Caracteristicas

OGAL 1a OGA 1a + 500 mg lactosa (1.3876 mmol)
OGAL 1b OGA 1b + 500 mg lactosa (1.3876 mmol)
OGAL 2a OGA 2a + 500 mg lactosa (1.3876 mmol)
OGAL 2b OGA 2b + 500 mg lactosa (1.3876 mmol)

6.1. Observaciones fisicas y quimicas de OGr, OG, OGA y OGAL
Visualmente OGr y OG, presentaron solubilidad moderada en suspension acuosa,
con una tonalidad café oscuro y abundante turbidez; sin embargo, en el caso de
OG, su suspension se prolong6 durante mayor tiempo en relacion con OGr. Esta
caracteristica de OG se podria atribuir a la presencia de grupos oxigenados en la
superficie y bordes laminares, volviendolo mas hidrofilico .

Tras la adicion de APTES (OGA) las muestras no tuvieron cambios en la coloracion,
aunque si en la turbidez. Esta turbidez puede deberse a la accion como tensoactivo
del APTES, lo cual denota su presencia en la solucion. Asi mismo, el efecto de

precipitacion no fue visible, aun dejandose en reposo durante un tiempo prolongado.

Al adicionar lactosa a las muestras de OGA, se promovié la reaccion de glicacion
(OGAL), observandose una tonalidad oscuro - blanquecina, misma que desaparecio
después de los lavados. Al re- suspender la muestra, se vio mejorada su solubilidad,
aunque la turbidez persistio.

Finalmente, las muestras fueron caracterizadas por la técnica de Infrarrojo para
evaluar los cambios realizados durante el proceso de sintesis.

6.2. Caracterizacién fisicoquimica de OGr, OG, OGA y OGAL
6.2.1. Analisis por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
con Reflexion Total Atenuada (FTIR-ATR)

Con la finalidad de observar las diferencias quimicas, en el grado de oxigenacion

de las muestras OGr y OG, se realiz6 un analisis cualitativo por FTIR. (figura 19).
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En la figura A y B se presentan los espectros de OGr 1y 2, mientras que Cy D
corresponden a OG 1y 2 respectivamente.
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Figura 19 Espectros de FTIR por la metodologia de ATR. A) OGr 1, B) OGr2,C) OG 1y D)
oG 2.

En ambos espectros (A 'y B) se observan las diversas bandas, independientemente
de la concentracion de los reactivos. Las sefiales en las posiciones 1719 cm™t y
1729 cm corresponde a los estiramientos de los grupos carbonilo de los grupos
COOH, las sefiales en 1614 y 1616 cm™ corresponden a los estiramientos C=C, y
las sefiales en 1424 cm™* y 1358 cm corresponden a C=0 del grupo &cido. En el
rango de 1035 a 1065 cm se observa el estiramiento C-O de grupos alcoholes y la
sefial que aparece en el rango de 975 a 958 cm%, corresponde al estiramiento C-O

de epodxidos. Las diferencias espectrales en OGr se mostraron en la banda 1059
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cmty 1227 cm?l, que corresponden al estiramiento del grupo éter (-C-O) de los
epoxidos y a de los 3100 cm™* — 3200 cm™ con la flexiéon correspondiente al enlace
oxigeno — hidrogeno (-OH). La presencia de estas bandas debido a sus grupos
funcionales, son caracteristicas tanto para OGr como OG (Depan y cols., 2011). Si
bien es cierto, los espectros OG 1,2 (ay b) y OGr 1, 2 (ay b), difieren principalmente
en la intensidad de sus bandas, viéndose una disminucion en OGr atribuible al
impedimento estérico que presenta el efecto de apilamiento laminar. Es decir, las
interacciones interlaminares en OGr dejan menos expuestos los grupos funcionales
para ser captados por el equipo. Asi mismo, en OG se observa una deformacion en
el rango de los 3100 cm™® — 3200 cm debido a la presencia de humedad en las
muestras analizadas. Este efecto también fue reportado por Mermoux y cols., (1991)
quienes reportaron la misma banda en la region del espectro 3600 cm — 3200 cn
1, Si bien esta deformacion es apreciable en todas en las bandas de los espectros

de la muestra, se nota con mas claridad en el rango de los 3500 — 3100 cm.

El andlisis FTIR-ATR de las muestras OGA y OGAL (OGA 2b y OGAL 2b) se

muestra en figura 20.
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Figura 20. Espectros FTIR — ATR de OGAL 2b (rojo), y su intermediario OGA 2b (azul).
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Se observa que los espectros de OGA a diferencia de los espectros de OG (Figura
19), muestran cambios en la regiéon de 3500 a 2000 cm?, un estiramiento C-H a
2900 cm?, el cual se empalma con el estiramiento N-H que aparece en esta region.
Ademas, se observaron picos mas definidos en la regiéon de 1300 a 900 cm™?, que
corresponden a las sefales Si-O-C, Si-O-Si y Si-O-C. Sin embargo, debido al
empalmamiento de las sefales en esta region, no se observaron bandas definidas
para asignarlas correctamente. Resultados similares fueron reportados por Serodre
y cols., (2019), con bandas de Si-O-Si a 894 cm?, Si-O-C a 1014 cm™ y Si-OH a
1117 cm™. También Araque-Caballero (2015), mostré resultados similares en las
vibraciones de los enlaces N-H a 3414 cmt, C-H a 2933 cm'%, banda Si-O-C a 1038
cm?, Si-O-Si a 1045 cm? y Si-O-C 1125 cm?.

Por otra parte, en el espectro de OGAL, ademéas de las bandas caracteristicas de
APTES, se observé la aparicion de una banda del grupo amina (-NH) a 1630 cm™ y
C-N a 1302 cm™. También se observé la banda correspondiente a la huella de
carbohidratos alrededor de los 900 — 1000 cm. La aparicion de esta banda fue
también reportada por Kaminska y cols., (2015), en el rango de los 1050 cm™y 1100
cmt. Asi mismo, Solis-Obay cols., (2011), informaron la apariciéon de una banda de
930 a 1190 cm correspondiente a lactosa, y de 1500 a 1700 cm el grupo amida.
Si bien este estudio por FTR-ATR no brindo informacion preliminar de la presencia
de lactosa, el ensayo con lectina ligado a una enzima (ELLA), nos permitio confirmar

la disponibilidad de esta molécula dado su interaccion con la lectina RCA.

6.2.2. Ensayo con lectina ligado a enzima (ELLA) para la identificacion de
lactosa en OGAL

En la vectorizacion del material (OGAL), utilizando lactosa como ligando, es
necesario determinar que la galactosa qued6 expuesta y que el tratamiento de
glicacibn no afectd su estructura, preservando su capacidad para establecer
reconocimiento biolégico. Para esto, se realiz6 un analisis de bio- reconocimiento,
con lalectina RCA1, de todas las muestras OGAL con las diferentes modificaciones

realizadas durante la sintesis (Figura 21).
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Figura 21. ELLA para el reconocimiento de OGAL por la lectina Ricinus communis. OGAL
la (rojo-oscuro), OGAL 1b (rojo), OGAL 2a (azul) y OGAL 2b (azul-oscuro) Los valores de
densidad optica a 480 nm se compararon mediante la prueba t de Student. p < 0.05.
Diferentes letras (a, b, ¢ y d) indican la significacién estadistica (p < 0.05).

Los resultados obtenidos indicaron que todas las muestras fueron conjugadas
adecuadamente con lactosa, ya que todas presentaron reconocimiento con la
lectina RCA. Este reconocimiento se logré debido a la union covalente del término
reductor de la lactosa (glucosa) con el grupo amino terminal de APTES, dejando
disponible la galactosa (Sarabia y cols., 2011; Ledesma-Osuna y cols., 2018). Las
muestras OGAL 2 (a, b), obtenidas por el método de Hummer-Offerman modificado,
presentaron mayor bio- reconocimiento, lo que indica que estas muestras
presentaron mayor accesibilidad a reaccionar con lactosa, ya que se incrementaron

los sitios oxigenados con los que reaccion6 el APTES.

Al comparar las muestras OGAL 2 se observé mayor bio- reconocimiento en las

muestras con menor cantidad de APTES (OGAL 2b), mientras que en el caso de

OGAL 1, el reconocimiento por la lectina fue mayor en OGAL1b. Lo anterior indica

gue la saturacién en OG se alcanzo6 por debajo de los 50 uL de APTES, es decir,
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que la cantidad de APTES presente en OG esta condicionado por la primera etapa
de sintesis, ya que las muestras con mayor grado de oxidacién, fueron las que

mostraron mejores resultados (Liu y cols., 2013).

6.2.3. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

En la figura 22 se muestran las imagenes obtenidas por la técnica de AFM. Este
estudio permite evaluar los cambios morfolégicos de los materiales cuando son
sometidos a una reaccién quimica. Las imagenes A y B corresponden a los
materiales antes de la exfoliacién, mientras que C y D corresponden a la de los
materiales después de la exfoliacion.

Figura 22. Caracterizacion morfolégica por AFM de: A) OGr 1, B) OGr 2, C) OG 1y D) OG
2. Lado izquierdo OGr 1 y OGr 2; lado derecho: OG 1y OG 2

Morfolégicamente, las [dminas de OGr tienen un arreglo por apilamiento, con bordes
irregulares y abundante rugosidad, mientras que OG, al tratarse de mono- laminas,
el arreglo visual tiende a ser mucho mas difuminado con un contorno laminar mas
definido. OGr 1y OGr 2 obtuvieron un tamafio laminar de aproximadamente 300 nm
de longitud y 8 nm de ancho. Estas dimensiones disminuyeron en el caso de las

muestras exfoliadas (OG 1y OG 2), cuyos tamafos fueron de alrededor de 220 nm
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de longitud y 3 nm de grosor. Resultados similares fueron presentados por Wang y
cols., (2018), quienes obtuvieron laminas de OG de 297 nm con un grosor de 2.53
nm. Las dimensiones de las muestras de grafito pueden explicarse por la presencia
de interacciones de Van der Waals presentes entre lamina y lamina (Ruoff y cols.,
2009), pero al momento de oxidarse el grafito, aumenta la presencia de grupos
funcionales en la superficie y bordes laminares, aumentando su distancia
interlaminar. Esto provoca una disminucion de las fuerzas Van der Waals, pasando
la distancia interlaminar de 6 A, presente en el grafito, a casi el doble en las muestras
OGr (Park y cols., 2009). Ademas se dan corrimientos de las laminas, dando un
mayor tamafo al material. Al llevar a cabo la exfoliacion, hay rompimientos de las
interacciones intermoleculares presentes en el OGr y se obtienen mono- laminas
grafiticas, las cuales presentan un menor grosor laminar (Krishnamoorthy y cols.,
2013).

Las imagenes de OGA (OGA 2b) y OGAL (OGAL 2b) se muestran en la figura 23.
Se puede observar que, a pesar del aumento en la complejidad molecular del
compuesto, hay mayor nitidez al momento de observar la estructura panoramica

laminar.

Figura 23. Micrografias de OGA 2b (lado izquierdo) y OGAL 2b (lado derecho)
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Dado que en las etapas de adicion APTES y lactosa se realizaron varios ciclos de
sonicacion, es entendible la presencia de mono- laminas con diferentes tamafios y
aspectos. Por ejemplo, en la imagen de OGA se observa una estructura muy similar
a la mostrada con OG en la figura 20; sin embargo, la diferencia morfoldgica radica
al momento de contrastarlo con OGAL, ya que este tiene un aspecto semi globular.
Esta diferencia probablemente se atribuya al acomodo que adquirié la lactosa en
las ldminas de OG, asi como a la forma en como esta quedo disponible. El aumento
en el tamafio no solo confirma que la modificacion se llevé a cabo, sino que también
coincide con lo reportado por Cao y cols., (2015), quienes atribuyeron este aumento

al efecto de reticulacion a través de la formacion de enlace amida.

6.2.4. Potencial Z
Para evaluar la carga superficial de las muestras y por tanto su estabilidad coloidal,
se realizo la medicion de su potencial Z (tabla 5) en diferentes solventes. Los valores
de potencial Z para OGr 2 y OG 2 son mayores con respecto a OGr 1y OG 2. Esto
indica que las modificaciones realizadas a los métodos para la obtencion de OGr
fueron adecuados, ya que el material se oxido en mayor grado.

Tabla 5. Valores de potencial Z (mV), en diferentes solventes para las muestras OGr 1, OGr
2,0G1yO0G?2.

Solvente Muestra

OGr1 OGr 2 0OG1 OG 2
Agua -33+0.4 -35+0.5 -45 +0.3 -47 £0.8
desionizada
Solucion salina -20+0.7 -20+0.8 -24 +0.2 -26 0.1
fisiologica
PBS -25+0.4 -26 +0.1 -31+0.6 -33+0.7
DMEM -22+0.9 -24 +0.5 -27 £0.8 -29+0.3

Al comparar los valores de potencial Z obtenidos entre OGr 1/ OG 1y OGr 2/ OG
2, se observa que en OG se obtuvieron valores mayores, lo cual pudiera atribuirse
a que su aspecto laminar le permite interactuar con mayor facilidad con el medio.
En este contexto, las muestras OGr presentan un apilamiento laminar, lo que
disminuye esta interaccion (Deng y cols., 2011). De los cuatro materiales

presentados en la tabla 5, la muestra OG 2 fue la que presentd la mejor estabilidad
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en todos los medios, ya que el material se encuentra con grupos cargados en forma
anidnica, lo cual pudiera indicar que los grupos carboxilatos se encuentran des-
protonados, permitiendo una interaccion mayor con el agua, a través de puentes de

hidrogeno (Krishnamoorthy y cols., 2012).

La carga de la muestra OG 2 cambio de -47 + 0.8 mV a -26 + 0.1 mV cuando pasoé
de agua desionizada a solucion salina fisiolégica. Este mismo comportamiento se
observé con el resto de las muestras. La disminucién de la carga se atribuyé a que
en la solucién salina fisiolégica se encuentran cationes (Na*) que interactdan con
los grupos cargados de los materiales formando enlaces idnicos, lo que disminuye
la carga del material. En PBS también estan presentes cationes y aniones (fosfato
de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio), los cuales incrementan también
los valores de potencial Z. (Reny cols., 2012; Feng y cols., 2011).

En DMEM, las moléculas presentes son mas complejas (aminoacidos, glucosa,
sales, vitaminas), por lo que se da un mayor numero de interacciones de diferente
naturaleza como las interacciones iénicas, puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofobicas. Las diferentes interacciones que se pueden presentar entre el medio
y los grupos presentes en las muestras estan los pares ionicos entre los grupos
carboxilatos y los grupos aminos de los aminoacidos, lo cuales permitirian
estabilizar la carga superficial de la lamina, pero desestabilizarian su capacidad de
suspension en el medio, por lo que el potencial Z es bajo (McCallion y cols., 2015).
La etapa de reaccion con APTES y lactosa, las muestras obtenidas OGA y OGAL,
fueron analizadas también mediante potencial Z (Tabla 6y 7).

Tabla 6. Valores de potencial Z (mV) en diferentes solventes para las muestras OGA 1a,
OGA 1b, OGA 2ay OGA 2b.

Medio Muestra

OGA 1a OGA 1b OGA 2a OGA 2b
Agua -35+0.4 -32+0.5 -37+£0.3 -39+0.2
desionizada
Solucion salina -20+0.6 -23+0.1 -19+0.8 -20+0.7
fisiol6gica
PBS -25+0.6 -15+0.9 27 +£0.1 -25+0.4
DMEM -21+£0.7 -9+0.1 -18+0.4 -22+0.9
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Tabla 7. Valores de potencial Z (mV) en diferentes solventes para las muestras OGAL 1la,
OGAL 1b, OGAL 2ay OGAL 2b.

Medio Muestra

OGAL 1la OGAL 1b OGAL 2a OGAL 2b
Agua -32+04 -33+0.6 -38+0.4 -35+0.3
desionizada
Solucién salina -18 £ 0.5 -20+0.2 -16 +0.2 -12+0.2
fisiolégica
PBS -17+0.8 -13+0.6 -19+0.7 -22+0.3
DMEM -9+04 -7+0.1 -14 £+ 0.3 -11 £0.3

Debido a que los valores obtenidos en FTIR-ATR y ELLA fueron las muestras con
mejores caracteristicas para el propdésito del trabajo, solamente OGA 2b y OGAL 2b

fueron analizados.

Como se puede observar, OGA y OGAL mostraron un comportamiento muy similar
al obtenido por las muestras OG, es decir, el valor mas alto se obtuvo en agua
desionizada con -35 + 0.3y -39 £ 0.2 para OGAL y OGA respectivamente, mientras
gue los valores mas bajos fueron en DMEM con -11 + 0.3 y -22 = 0.9,
respectivamente. Esta disminucion en los valores se le puede atribuir a las
modificaciones quimicas realizadas en la superficie y bordes laminares tras la
incorporacion de moléculas de APTES y lactosa. Estas moléculas no solo afectan
los puntos de interaccion antes mencionados, sino que aumentan el peso molecular
del coloide, permaneciendo menor tiempo en suspension (Patil y cols., 2007). Los
valores obtenidos son prometedores para aquellas moléculas con funcionalidad y
se considera que tienen una estabilidad 6ptima cuando alcanzan valores alrededor
de los — 30 mV (Zeta, P., 1997). Los materiales sintetizados en este trabajo se
espera que puedan ser utilizados como materiales acarreadores de farmacos, razon

por la cual se realizaron pruebas para evaluar su toxicidad.

6.2.5. Analisis hemolitico del 6xido de grafeno

Para evaluar el posible efecto hemolitico de los materiales grafiticos, se pusieron a
interaccionar OGr (1, 2) y OG (1, 2) con globulos rojos. La figura 24 muestra que

ninguna de las muestras presentd efecto hemolitico incluso a concentraciones de 2
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mg/mL. La metodologia empleada se presenta en la seccion 5.3.5. Las fotografias
muestran los glébulos rojos en el fondo y claridad en el sobrenadante sin evidencia
de color rojo atribuible a hemoglobina libre. Esto pone de manifiesto que ni el
tamafo de las laminas ni la concentracion de las muestras, tienen un efecto nocivo

para los eritrocitos (Wang y cols., 2015; Singh y cols., 2012).
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Figura 24. Evaluacién del efecto hemolitico en GR tratados con muestras OGr y OG. Fila 1)
muestra OGr 1; fila 2) OGr 2; fila 3) OG 1 y fila 4) OG 2. Control positivo (agua + eritrocitos),
control negativo (PBS + eritrocitos). Los experimentos se hicieron por triplicado.

La tonalidad turbio — oscura que se observa en el sobrenadante de las muestras
con mayor concentracion son propiamente del material grafitico. La representacion
grafica de la viabilidad de los glébulos rojos se muestra en la figura 25, donde las
muestras fueron sometidas a concentraciones diferentes del material grafitico en el
rango de 0.003 a 2 mg/mL y se compararon con un control positivo (agua + sangre)

y un control negativo (PBS + sangre).
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Figura 25. Representacion grafica porcentual de viabilidad de GR con OGr y OG. Los
glébulos rojos se incubaron con diferentes concentraciones (0.003 a 2 mg/mL) de OGr 1
(morado), OGr 2 (azul) y OG 1 (rojo), OG 2 (rojo-oscuro). La representacion grafica de la
viabilidad de los gldbulos rojos se determiné en funcién del grado de hemodlisis. Los datos
son la media * desviacion estandar para tres experimentos separados.

Los valores obtenidos fueron confirmativos de lo observado en la figura 24, ya que
el porcentaje de viabilidad celular, incluso a concentraciones elevadas, se mantuvo
por encima del 90%. Este comportamiento de las muestras fue similar al reportado
por Pinto y cols., (2013), quienes encontraron que laminas obtenidas por el método
de Hummers, no causaron lisis de los glébulos rojos a concentraciones de 200

ug/mL.

Los valores de viabilidad de las muestras OGA 2b y OGAL 2b (figura 26) fue también
similar y confirma que las modificaciones realizadas en la estructura del material,

inducen un efecto nocivo sobre los eritrocitos (Bhattacharya y cols., 2016).
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Figura 26. Ensayo de viabilidad de globulos rojos con OGA y OGAL. Los glébulos rojos se
incubaron con diferentes concentraciones (0.003 a 2 mg/mL) de OGAL 2b (rojo) y OGA 2b
(azul). La representacion gréafica de la viabilidad de los glébulos rojos se determind en
funcion del grado de hemdlisis. Los datos son la media + desviacion estandar para tres
experimentos separados.

Por lo tanto, las muestras OGA 2b y OGAL 2b evaluadas, no presentaron efecto
hemolitico significativo sobre los eritrocitos, incluso a concentraciones de 2 mg/mL,
pues el porcentaje de viabilidad se mantuvo por encima del 90%. De esto
concluimos que, el compuesto OGAL, no indujo un efecto nocivo al contacto con

células eritrocitarias.

6.2.6. Ensayo MTT

El efecto citotoxico sobre el metabolismo celular se evalué en las lineas celulares
HelLa, T47D y HepG2 mediante la técnica del MTT. Esta prueba se basa en medir
la capacidad de las mitocondrias por reducir este reactivo. Los resultados que se
presentan en las figuras 27 28 y 29, se observa que las muestras no mostraron
efectos sobre la actividad mitocondrial en células HepG2, T47D y HelLa, lo que
indica que las células no se vieron afectadas a concentraciones de 0.003 - 0.25
mg/mL, el porcentaje de viabilidad se mantuvo por encima del 80 % en las tres

lineas celulares.
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Figura 27. Ensayo MTT con OGr y OG en células HelLa. Se utilizaron diferentes
concentraciones (0.003 — 2 mg/mL) de OGr 1 (morado), OGr 2 (azul), OG 1 (rojo) y OG 2
(rojo-oscuro). Los datos son medias = desviacion estandar para tres experimentos
separados.

En los ensayos con células HelLa, se observd la mayor perdida de viabilidad
respecto altas concentraciones, especialmente en las muestras OG 1y OG 2. Al
aumentar la concentracion, la citotoxicidad fue mayor ya que la viabilidad celular fue
disminuyendo considerablemente, pues los valores de la IC 5o fue 0.5 mg/mL en
HeLa. La citotoxicidad puede atribuirse a factores fisicos como: tamafo,
caracteristicas dimensionales, defectos estructurales; y quimicos como: grupos

funcionales y carga (Sarkar y cols., 2015).

En el caso de la linea celular T47D y HepG2 (figura 28 y 29), la disminucion del
porcentaje de viabilidad fue del 40% a concentraciones de 1 - 2 mg/mL. Tadyszak y
cols., (2018), informaron que la toxicidad del material es dependiente de la célula, y
sefalaron la importancia de la quimica superficial del OG, es decir, de las moléculas

utilizadas para modificar la estructura de grafeno.
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Figura 28. Ensayo MTT con OGr y OG en células T47D. Se utilizaron diferentes
concentraciones (0.003 — 2 mg/mL) de OGr 1 (morado), OGr 2 (azul), OG 1 (rojo) y OG 2
(rojo-oscuro). Los datos son medias * desviacion estandar para tres experimentos
separados.

Estos resultados coincidieron con los reportados por De (2014) y Kawata (2009)
quienes informaron toxicidad no significativa en células de cancer de pulmén y
carcinoma hepatocelular, resaltando la importancia del tamafio y estructura laminar

del compuesto.
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Figura 29. Ensayo MTT con OGr y OG en células HepG2. Se utilizaron diferentes
concentraciones (0.003 — 2 mg/mL) de OGr 1 (morado), OGr 2 (azul), OG 1 (rojo) y OG 2
(rojo-oscuro). Los datos son medias * desviacion estandar para tres experimentos
separados.
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En las tres lineas celulares probadas en el ensayo hubo mayor sensibilidad a la
citotoxicidad a concentraciones altas, lo cual concuerda con lo publicado por Pérez-
Albaladejo y cols., 2017, quien menciona que la velocidad y facilidad con la que un
compuesto entra en la célula depende principalmente de la biodisponibilidad en el
medio, de las propiedades fisico - quimicas de la molécula y de la permeabilidad de

la membrana plasmética.

Dado que las afecciones ocasionadas por OGr y OG en lineas celulares se debe a
la induccién excesiva de especies reactivas de oxigeno, es de suma importancia su
funcionalizacién para aumentar su compatibilidad con fines bioldgicos (Gurunathan
y cols., 2013). Estas especies producen oxidacion de biomoléculas como lipidos y
proteinas en la membrana celular. La oxidacion de las moléculas que conforman la
membrana altera su permeabilidad selectiva, lo que conduce a una pérdida del
equilibrio osmético de la célula (Pérez y cols., 2007). La representacion grafica de
los valores obtenidos para el ensayo MTT de estos materiales se muestra en las
figuras 30, 31 y 32, donde se puede observar que a concentraciones incluso de 2

mg/m, el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo por encima del 90%.
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Figura 30. Ensayo MTT en células HeLa con OGA y OGAL a diferentes concentraciones
(0.003 — 2 mg/mL). Muestra OGA 2b (verde) y OGAL 2b (verde-oscuro). Los datos son
medias + desviacidn estandar para tres experimentos separados.
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Figura 31. Ensayo MTT en células T47D con OGA y OGAL. Se utilizaron diferentes
concentraciones (0.003 — 2 mg/mL). Muestra OGA 2b (verde) y OGAL 2b (verde-oscuro).
Los datos son medias + desviacidn estandar para tres experimentos separados.
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Figura 32. Ensayo MTT en células HepG2 con OGA y OGAL a diferentes concentraciones

(0.003 — 2 mg/mL). Muestra OGA 2b (verde) y OGAL 2b (verde-oscuro). Los datos son
medias + desviacion estandar para tres experimentos separados.

Aungue ninguna de las muestras OGA/ OGAL mostrd citotoxicidad significativa a

concentraciones de 0.003 - 2 mg/mL en las lineas celulares evaluadas, es relevante

86



destacar que la funcionalizacion de OGA con lactosa, pudo aumentar su
biocompatibilidad. Un estudio similar fue realizado por Cao y cols., (2015), quienes
evaluaron la compatibilidad de ldminas de OG lactosilado en cultivos HepG2.
Reportaron que las muestras no indujeron estrés oxidativo ni ruptura mecanica de
las membranas celulares por el tamafio laminar, que son los mecanismos mas
aceptables para explicar la citotoxicidad del grafeno (Yuan y cols., 2012).
Presuntivamente, dado que la lactosa es un azucar no toxico y la superficie del OG
se encuentra recubierta con ella, entonces las laminas pueden ser endocitadas y no
inducir un efecto nocivo en el metabolismo celular en el tiempo de evaluacion
utilizado en el experimento. De Sousa y cols., (2018), sintetizaron laminas de OG
recubiertas con el carbohidrato manosa a concentraciones de 250 pg/mL, sin
reportar algun efecto citotdéxico en la evaluacion in vitro. En este contexto, el nivel
de lactosilacion de OG es una estrategia interesante para modular los efectos
biolégicos hacia una mejor biocompatibilidad (Tadyszak y cols., 2018). Estos
resultados sugieren que, tras la funcionalizacion del material con carbohidratos, la

biocompatibilidad con agentes celulares fue buena.

6.2.7. Adsorcion de doxorrubicina en OGAL
Por los resultados anteriormente obtenidos, la muestra OGAL 2b fue seleccionada
para evaluar a capacidad de adsorber doxorrubicina en su estructura. Para esto se

utilizé la metodologia reportada por Wu y cols., (2013) descrita en la seccion 5.2.5.

El OG estructuralmente posee anillos aromaticos en su superficie, es decir, su
estructura plana con orbitales tipo © permite las interacciones de apilamiento n-n
con moléculas ricas en anillos aroméaticos, como DOX. Ademas, la presencia de los
diferentes grupos oxigenados permite también formar otros tipos de interacciones,
como los puentes de hidrogeno con los grupos acidos carboxilicos, hidroxilos y
grupos carbonilos, asi como también interacciones electrostaticas entre los grupos
carboxilatos. La DOX es una molécula plana que también puede formar
interacciones n-n pero también tiene grupos NH2 y OH que pueden formar puentes

de hidrégeno, y dependiendo del pH, interacciones electrostaticas (Lin y cols.,
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2008). En la figura 33, se ejemplifica las posibles interacciones entre DOX y OGAL
2b.

Figura 33. Mecanismo de reaccion entre OGAL y DOX. a) Representacion de la adsorcion
de DOX en OGAL y b) esquema general de representacion del OGAL- DOX.

Estas interacciones denotan la posibilidad de adsorcion de DOX sobre las laminas
de OG, por agitacion moderada en ausencia de luz (Vovushay cols., 2018). Cheny

cols., (2018) reportaron la efectividad de carga de DOX en un sistema a base de
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OG y acido lactobidnico. Asi mismo, Dai y cols., corroboraron una alta eficiencia de
cargar de DOX sobre ldminas de OG - PEG

6.2.8. Evaluacion del OGAL como vehiculo transportador de
doxorrubicina.

Este estudio consistio en evaluar el reconocimiento del material OGAL 2b en células
HepG2 (células que expresan el RAGP) por microscopia confocal. Se utiliz6 como
control negativo, la linea celular HeLa (células que no expresan este receptor).
Debido a la propiedad fluorescente de la DOX, no fue necesario el marcaje previo
con un fluor6foro para evidenciar la interaccion (Motlagh y cols., 2016). En la figura
32 se evidencia la interaccion entre el RAGP de las células HepG2 con OGAL 2b-
DOX, lo cual se evidencia con una emision de fluorescencia post- excitacion a
540nm. Las fotografias inferiores corresponden a los cultivos de Hela, izquierda
campo claro, centro campo oscuro y derecha excitacion para emision de DOX.

HepG2

Control
Hela

Figura 34. Ensayo de reconocimiento de la célula HepG2. Primer hilera: cultivo celular
HepG2, campo claro y campo oscuro, presencia de emision fluorescente roja por excitacion
de doxorrubicina. Segunda hilera: cultivo celular HelLa, ausencia de la molécula
fluorescente por nula interaccion carbohidrato- receptor.
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Como se puede observar en la imagen, estas células no se presento fluorescencia
debido a la ausencia de RAGP. Esto corrobora el reconocimiento especifico de

OGAL 2b- DOX con este receptor hepatico.

En la figura 35 se muestran los resultados de la interaccion de OGAL 2b-DOX con
las células HepG2 conforme transcurre el tiempo, donde al cabo de pocos minutos,
la regularidad de la célula se fue perdiendo y con ello, la apariciéon de posibles

cuerpos apoptoticos (Zhou y cols., 2014)

Cuerpos
apoptéticos
HepG2

Figura 35. Aparicion de cuerpos apoptoticos tras la interacciéon de OGAL 2b — DOX con las

células HepG2.

Se ha visto que, en endosomas de células cancerigenas, el pH del medio es mas
acido (pH 5.5), lo que permite que los grupos acidos se protonen, disminuyendo las
interacciones electrostaticas entre DOX y OGAL 2b, y permitiendo que el
medicamento se libere en citoplasma celular y llegue al nucleo, intercalandose con
el ADN para interferir en el metabolismo normal de la célula, induciendo la
apoptosis. En la Figura 36, se representa el posible modo de accion tras la

interaccion.
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Figura 36. Propuesta de liberacién de la DOX acarrado por OGAL en células cancerigenas
de higado.

Aunque no se realizé un estudio para evaluar la cantidad de DOX que el material
OGAL-2b puede retener, los resultados obtenidos indican que este material es un
buen candidato para ser utilizado en procesos de vectorizacion de farmacos. De ser
asi, se podria decir que la cantidad de farmaco adsorbido en la superficie fue
suficiente para inducir la muerte celular.

Los resultados anteriormente obtenidos indican que es factible utilizar nuestro
prometedor sistema de liberacion de farmacos (OGAL 2b - DOX) en un proceso de
cancer de higado. Aungque consideramos que es necesarios seguir explorando

condiciones de optimizacidn en posteriores etapas de evaluacion.
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7. CONCLUSIONES

. Las modificaciones realizadas en el método de Hummers y Offefman
favorecieron la obtencion de laminas de OG con mejores propiedades de
estabilidad, tamafio y biocompatibilidad comparadas con las sintetizadas por
el método tradicional.

. Los materiales obtenidos OG, OGA y OGAL presentaron buenas
propiedades para ser utilizados en sistemas biolégicos, ya que no provocaron
efectos hemoliticos en globulos rojos y en las lineas celulares Hela, T47D y
HepG2.

. Se obtuvieron cuatro materiales OGAL 1la, OGAL 1b, OGAL 2ay OGAL 2b,
de los cuales el material OGL 2b, presenté prometedoras caracteristicas para
Su captacion especifica en receptores de asialoglicoproteinas presentes en
células HepG2.

. La capacidad de carga del farmaco DOX sobre el sistema OGAL 2b, fue
evidenciada. Este hecho comprueba que este material cuenta con
caracteristicas suficiente para futuras evaluaciones y posibles aplicaciones

en el area de la biomedicina.
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ANEXO I. ESPECTROS FTIR - ATR de OGA y OGAL
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Figura Al. Espectro FT-IR de OGA l1a (A), OGA 1b (B), OGA 2a (C), OGA 2b (D), OGAL 1a (E), OGAL 1b (F),

OGAL 2a (G) y OGAL 2b (H).
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ANEXO Il. PRODUCTOS OBTENIDOS

Tabla Al. Presentacién en congresos

Presentacion oral titulada “Specific capturing
of glycosylated graphene oxide by
asialoglycoprotein receptor: a strategic
approach for liver targeting”

At the 5 Latin American
Congress of Glycobiology and 2
Meeting of the Glycoscience in
Health Thematic Network held on
October 2-4, 2019 in Mexico City,
Mexico.

Presentacion del cartel “Specific capturing of
glycosylated graphene oxide by
asialoglycoprotein receptor: a strategic
approach for liver targeting”

Atthe 5 Latin American Congress
of Glycobiology and 2 Meeting of
the Glycoscience in Health Thematic
Network held on October 2-4, 2019
in Mexico City, Mexico.

Presentacion de la conferencia: Oxido de
grafeno: sintesis, caracterizaciéon y
aplicaciones en la nanomedicina”.

XVII Semana Cultural de la Division
de ingenieria "Formando Ingenieros
en el contexto global" 4 - 8 de
noviembre 2019.

Presentacioén del cartel “Specific capturing of
glycosylated graphene oxide by
asialoglycoprotein receptor: a strategic
approach for liver targeting”

XXIV Reunién Universitaria de
Investigacién en Materiales RUIM
2019. 6, 7 y 8 de noviembre 2019.
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