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Resumen.

El melanoma es un tipo de cancer de piel de incidencia creciente y con alta capacidad
metastasica, que se origina a partir de la proliferacion descontrolada de melanocitos. En
etapas tempranas del melanoma, el tratamiento puede ser 100% efectivo y consiste en la
remocion del area afectada, mientras que en etapas avanzadas, la tasa de supervivencia a
un afo disminuye hasta el 50%, con una tasa de respuesta del 10% al 20% de las personas
tratadas con quimioterapia, extirpacion quirurgica del area afectada y ganglios linfaticos
cercanos. Para incrementar la efectividad del tratamiento, se han desarrollado terapias
alternativas, como la inmunoterapia, que modula las respuestas inmunoldgicas del paciente
para que combata y elimine el tumor. Un tipo de inmunoterapia es la no especifica, la cual
busca principalmente la modulacion del sistema inmune innato a través de citocinas y
sefales de dafo o patdégenos, que a su vez puede potenciar indirectamente la activacion del
sistema inmune adaptativo, induciendo la activacion de varios tipos de leucocitos, iniciando
una respuesta inmune con la capacidad de eliminar células tumorales. Asi de igual forma se
ha buscado implementar estrategias en conjunto con la inmunoterapia a través del uso de
biomateriales, los cuales son materiales con la capacidad de ser implantados en un
organismo sin generar una reaccion de rechazo. Los biomateriales pueden ser usados para
la fabricacibn de andamios los cuales pueden ser cargados con elementos
inmunoterapeuticos o incluso ser fabricados con biomateriales que contengan
caracteristicas inmunoestimuladoras, de tal forma que, al ser implantados en un organismo
tendrian la capacidad de liberar sefales inmunomoduladoras durante un tiempo prolongado
hasta su completa degradacion. Los biomateriales provenientes de la matriz extracelular
presentan reducida citotoxicidad, aumentan la biocompatibilidad y pueden expresar
moléculas de adhesion por lo que son de particular interés para la fabricacion de andamios,
por ello dos biomateriales que destacan son la gelatina (Ge) y el acido hialurénico (HA). El
HA tiene una alta capacidad de interactuar con el agua mediante sus grupos hidroxilo (OH)
y carboxilo (COOH), asimismo es reconocido mediante receptores CD44 presentes en la
mayoria de células humanas y de ratén, a su vez, cuando el HA es degradado puede ser
reconocido como una sefal de dafio (DAMP) por el sistema inmune a través de receptores
TLR. Por su parte la Ge proviene de la colagena, por lo que contiene abundantes sitios
RGD (arginina-glicina-aspartato) que son reconocidos por las integrinas de multiples tipos
celulares, permitiendo la adhesion celular. Las caracteristicas de ambos materiales
permitirian la fabricacion de andamios que promuevan la infiltracion celular y su
reconocimiento por el sistema inmune. Por lo que se buscé construir andamios de Ge/HA
para evaluar sus caracteristicas in vitro y su efecto terapéutico mediante su implantacion
subdérmica en ratones C57BL/6 con melanoma inducido. La fabricacion del andamio se
llevd a cabo mediante una solucion de Ge/HA en una concentracion 1:4, la cual fue
liofilizada y entrecruzada con EDC a una concentracion de 50mM. Estos andamios
demostraron en ensayos in vitro que no generaban una respuesta citotoxica, la capacidad
de liberar proteinas durante su degradacion y la induccion de adhesion celular. Al ser
implantados subdérmicamente en ratones C57BL7/6 con tumores de melanoma inducidos a
partir de la inoculacion de 60,000 células B16-F10, se observo la capacidad del andamio de
reclutar y mantener en su matriz leucocitos, degradandose continuamente durante 10 dias
sin concluir su degradaciéon, a la vez que redujo la tasa de crecimiento tumoral al
compararse con el control. Por lo que el andamio presenta caracteristicas terapéuticas, las
cuales podrian ser aprovechadas para la construccién de andamios cargados con citocinas
adyuvantes, farmacos o antigenos para mejorar su eficacia y continuar con estudios de
terapias para melanoma.



1. Melanoma.

El melanoma es un tipo de cancer de piel con alta capacidad metastasica, es decir
que al desarrollarse se disemina rapidamente a otros 6rganos, la enfermedad se
origina a partir de la proliferacion de melanocitos neoplasicos. Los melanocitos en
condiciones normales son células productoras de pigmento distribuidas por todo el
cuerpo dando color, entre otros tejidos, a la piel (Gutiérrez & Cortés, 2007;
Schadendorf et al., 2015). Los melanocitos pueden tornarse neoplasicos a partir de

mecanismos hereditarios o adquiridos (Aris, 2009; Schadendorf et al., 2018).

1.1. Desarrollo del melanoma.

Para el estudio de la enfermedad, su desarrollo se divide en 6 etapas (Fig. 1) (Clark
et al., 1984; Clark & Tucker, 1998; Elder, 2016). La primera etapa, también conocida
como de nevo comun, se caracteriza por la presencia o aparicion de un nevo comun
o lunar, que es una masa formada por una poblacién de melanocitos atipicos
capaces de migrar en la epidermis, proliferando en grupos hasta formar un nevo
(Clark et al., 1984; Clark & Tucker, 1998; Elder, 2016). Estas células no proliferan
continuamente y normalmente se encuentran en estado inactivo (Clark et al., 1984;
Clark & Tucker, 1998; Elder, 2016).

MNewvo Newvo displastico Crecimiento radial Crecimiento vertical
Etapa 1 Etapas Z - 3 Etapa 4 Etapa 5

Figura 1 - Etapas del desarrollo de Melanoma desde un nevo comun hasta el crecimiento vertical.

En la segunda y tercera etapa, de nevo displasico, los nevos comunes pueden
pasar por cambios fisioldégicos y morfologicos convirtiéndose en displasicos. Este
tipo puede originarse por si solo o a partir de un nevo comun, tienen una forma y

coloracién irregular, rasgos que evidencian la adquisicién de mutaciones, lo que los



hace mas propensos a desarrollarse como melanoma (Clark et al., 1984; Clark &
Tucker, 1998; Elder, 2016).

La cuarta etapa; de crecimiento radial, se caracteriza porque los melanocitos
adquieren la capacidad de invadir y sobrevivir en la dermis proliferando y
extendiéndose radialmente a partir de la lesion de origen (Clark et al., 1984; Clark &
Tucker, 1998; Elder, 2016).

Al alcanzar la quinta etapa, etapa de crecimiento vertical, los melanocitos proliferan
verticalmente creciendo dentro de la dermis (Clark et al., 1984; Clark & Tucker,
1998; Elder, 2016).

Finalmente, la etapa de metastasis, en la que las células de la lesion pueden
atravesar todo el grosor de la piel hasta estar en contacto con vasos sanguineos o
linfaticos, los cuales acarrean las células de melanoma a otros 6rganos donde
tienen la oportunidad de invadir nuevos tejidos. Es importante denotar que el
desarrollo del melanoma puede saltar varias fases, incluso puede iniciar en un
crecimiento vertical, si esto ocurre se considera que se ha formado un melanoma de
novo (Clark et al., 1984; Clark & Tucker, 1998; Elder, 2016).

1.2. Tipos de melanoma.

Existen cuatro tipos de melanoma (Fig. 2) definidos por sus caracteristicas
histopatolégicas, estos son: melanoma nodular, de extensién superficial, lentigo

maligno y acral lentiginoso (Goldstein & Goldstein, 2001; Acosta et al., 2009).

Melanoma de extension superficial: Es el tipo de melanoma mas comun asociado a
dafio por radiacién solar, morfolégicamente se observa como una mancha
asimétrica de bordes y color irregulares, variando entre tonos azules, rosa, café y
negro. Tiende a permanecer durante un tiempo prolongado en la etapa de extension
radial, tardando afios antes de penetrar a la dermis. Cuando este tipo de melanoma
entra en la etapa de extension vertical comunmente pierde su pigmentacion
(Goldstein & Goldstein, 2001; Acosta et al., 2009).



Melanoma lentigo maligno: Asociado a la exposicion cronica a la radiacién solar
presentandose principalmente en cara y brazos. Morfolégicamente se caracteriza
como una lesién de color pardo con bordes irregulares que tiende a oscurecerse
mientras la lesion aumenta en extension durante la fase de crecimiento radial, la
cual puede potencialmente durar afios antes de entrar en la fase de crecimiento

vertical (Goldstein & Goldstein 2001; Acosta et al., 2009).

4 FORMAS CLINICAS

Duracién de
Localizacid

Cualquier localizacion,

Extension especialmente en el
superficial (MES) 1-7 afios dorso de varones y en
las piernas de
mujeres.
Nodular [MN) meses-2afios  Cualquier localizacién.
Areas expuestas
Lentigo maligno 5-20 afios especialmente en la
(MLM) cara.

Palmas, plantas, lecho
Acral (MLA) 1-3 afios ungueal, superficies

MUuUCo3sas.

Figura 2- Cuatro formas clinicas de melanoma (Modificado de: Prevencion y diagnéstico precoz del melanoma, 2020).

Melanoma nodular: Comunmente se presenta de novo en la dermis. Se identifica
como una masa regular que puede o no estar pigmentada (Goldstein & Goldstein,

2001; Acosta et al., 2009).

Melanoma acral lentiginoso: El tipo mas comun de melanoma en individuos de piel

oscura, esta poco relacionado a dafos por radiacion solar. Aparece como una



mancha irregular oscura en zonas como palmas, plantas y area bajo las ufas
(Goldstein & Goldstein 2001; Acosta et al., 2009).

1.3. Factores de riesgo.

Se pueden encontrar diversos factores de riesgo que pueden incrementar la
probabilidad de desarrollar melanoma. Estos pueden agruparse en factores,
personales, genéticos y ambientales (Goldstein & Goldstein, 2001; Acosta et al.,
2009; Garcia & Ocampo, 2010).

Los factores personales comprenden datos de historia familiar y antecedentes
personales, de melanoma en la familia, color de piel, presencia de nevos congénitos
o adquiridos, estado del sistema inmune y edad. El individuo es mas propenso
cuando presenta piel clara, gran cantidad de lunares con lo cual aumenta el riesgo si
son displasicos, sistema inmune debilitado y ser mayor de 45 afos (Garcia &
Ocampo, 2010). En adicion, se consideran factores genéticos cuando los individuos
poseen mutaciones caracteristicas de melanocitos y/o en oncogenes y genes
supresores de tumores. Ejemplo de lo anterior es el sindrome familiar de melanoma,
atribuido a mutaciones en el gen CDKN2A ubicado en el cromosoma 9 y mutaciones

en el gen supresor de tumores p53 (Garcia & Ocampo 2010).

En relacion con los factores ambientales, estos se limitan principalmente a la
exposicion a la radiacion ultravioleta, la cual puede inducir rompimientos y
entrecruzamientos en el ADN ocasionando mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores, induciendo asi el desarrollo de una lesion tumoral (Garcia &
Ocampo, 2010).

1.4. Epidemiologia del melanoma.

En 2020, en México se registraron 2,051 nuevos casos de melanoma, junto con 773

defunciones, para 2025 se esperan aproximadamente 2,351 incidencias y 896



defunciones, estimandose un aumento en la incidencia de 30.7% para el 2030 en
comparaciéon al 2020. Globalmente para el 2020 se registraron 324,635 casos de
melanoma con 57,043 defunciones y para el 2025 se esperan 367,362 incidencias
con 65,375 defunciones (GCO, 2020).

1.5. Diagnéstico del melanoma.

Para realizar un diagnéstico y prognosis adecuados de melanoma, existen
herramientas como (Fig. 3): la regla ABCDE, el algoritmo de Glasgow, la
profundidad de Breslow, la presencia de ganglios linfaticos comprometidos y la
presencia de metastasis, el uso conjunto de estas herramientas mas el uso del
dermatoscopio permite realizar un diagnostico mas certero, no obstante, si existe
alta probabilidad de melanoma el estudio para confirmar es la biopsia, al ser los
resultados histopatolégicos el estandar de oro para el diagnéstico (Gutiérrez &
Cortés, 2007; Acosta et al., 2009; Rajpara et al.,2009; Garcia & Ocampo, 2010)

Escala de Breslow:
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Figura 3 - Representacion de la regla ABCDE, junto con la escala de Breslow (Modificado de: ABC.jpg, 2020 y Duflo et al.,
2008).



La Regla ABCDE esta relacionada con el estudio de las caracteristicas morfolégicas
del melanoma. Asi, A se refiere a la asimetria de la lesion; B indica el estudio de los
bordes, los cuales deben ser irregulares; C se refiere al color irregular de la lesion; D
indica el diametro, el cual debe ser mayor a 5mm; finalmente, E se refiere a la
evolucion y elevacion de la lesion, la cual debe de ser irregular. Con base en estos
cinco parametros, un observador entrenado puede definir el riesgo de que la lesion

sea maligna (Acosta et al., 2009; Garcia & Ocampo, 2010).

Por otro lado, la profundidad de Breslow se basa en el analisis de la profundidad del
tumor a partir de su punto mas profundo en milimetros, entre mas profunda sea la
lesion el prondstico se vuelve menos favorable (Acosta et al., 2009; Garcia &
Ocampo, 2010).

Finalmente, para verificar metastasis a distancia, se realiza una biopsia de los
ganglios linfaticos mas cercanos a la lesidon. Si se confirma la aparicion de células
tumorales en ganglios, existe un prondstico poco favorable, dado que la enfermedad

comienza a diseminarse o ya lo hizo (Acosta et al., 2009; Garcia & Ocampo, 2010).

1.6. Estadios de la enfermedad.

Gracias al uso de las herramientas arriba mencionadas, es posible estadificar el
avance de la enfermedad en cinco estadios. Asi, el estadio 0 se caracteriza por
encontrar la lesion confinada en la epidermis, es decir que el melanoma no es
invasivo. En el estadio 1, la enfermedad comienza a invadir el tejido circundante. A
partir del estadio 2, se considera un melanoma de alto riesgo, dado que el tamafio
de la lesion se encuentra entre 1 mm a 4 mm o superior. Del estadio 3 al 4, el
melanoma se denomina avanzado, donde en el estadio 3, las células tumorales se
han diseminado por todo el grosor de la piel, alcanzando los ganglios linfaticos mas
cercanos, mientras que en el estadio 4, las células tumorales se han extendido mas
alla de los ganglios linfaticos mas lejanos a otros 6rganos (Schadendorf et al.,
2018).

10



2. Sistema inmune.

Normalmente los organismos son capaces de detectar y combatir el cancer con
mecanismos propios denominados en conjunto sistema inmune, el cual a su vez
esta dividido en sistema inmune innato y sistema inmune adaptativo, que se
componen de células, moléculas y tejido linfoide. Con estas herramientas un
individuo sano es capaz de detectar y eliminar cualquier brote de células
cancerosas, a través de distintas células y moléculas efectoras (Toche, 2012; Leon
& Pareja, 2018).

3. Sistema inmune innato.

El sistema inmune innato es el primer mecanismo de defensa contra cualquier
amenaza, se caracteriza por desarrollar una respuesta rapida y no especifica ante
cualquier tipo de agresion detectada. Esta constituido por tres componentes

principales, barreras fisicas, células y moléculas (Cruvinel et al., 2010).

Se les denomina barreras fisicas a los epitelios que cubren las cavidades, tejidos y
organos, como la piel y las mucosas. En los epitelios se pueden encontrar
moléculas con propiedades bactericidas, como la lisozima; ademas existen
moléculas que inducen cambios en el pH de las mucosas, inhibiendo asi el
crecimiento bacteriano (Cruvinel et al., 2010). Cuando una amenaza supera las
barreras fisicas, en el caso del cancer, son los componentes humoral y celular del
sistema inmune innato los que actuan en conjunto para llevar a cabo la defensa del
organismo. Los componentes celulares del sistema inmune innato son los
neutrofilos, los mastocitos, los macrofagos, y las células dendriticas (Berraondo et
al., 2016), los cuales son capaces de detectar patdogenos de origen exdgeno y
endogeno, iniciando diferentes respuestas inmunoldgicas (Turvey & Broide, 2010).
Las amenazas son reconocidas por las células del sistema inmune innato a partir de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) ubicados en la membrana celular,
el citosol y vesiculas intracelulares. Los PRR se dividen en patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y en patrones moleculares asociados a dafo tisular

(DAMPs). Los primeros estan involucrados en el reconocimiento de infecciones y los
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segundos reconocen moléculas asociadas a dano tisular general, entre ellos cancer.
Ejemplos de PRRs son los receptores tipo toll (TLRs), receptores tipo NOD (NLR),
receptores de tipo RIG-I (RLR) y los receptores de lectina tipo C (CLR) (Turvey &
Broide, 2010). Una vez que la amenaza es detectada, células como los macrofagos
y las células dendriticas producen citocinas proinflamatorias, quimiocinas y péptidos
antimicrobianos, que provocan una reaccion inflamatoria local y el reclutamiento de

mas células del sistema inmune (Cruvinel et al., 2010).

3.1. Principales células del Sistema Inmune Innato.
3.1.1. Neutréfilos.

La primera linea de defensa ante una amenaza son los neutrdéfilos (Fig. 4), un tipo
de célula perteneciente al sistema inmune innato, que se caracteriza por presentar
un nucleo lobulado, una alta capacidad fagocitica y la presencia de granulos en su
citoplasma (Toche, 2012; Mcdonald & Levy, 2019). Las funciones principales de los
neutrofilos son eliminar patdgenos y liberar citocinas proinflamatorias implicadas en
el reclutamiento de distintas células del sistema inmunoldgico, principalmente

macrofagos (Selders et al., 2017).

Los neutréfilos se producen diariamente en la médula ésea, de donde migran a la
periferia vascular. Ante lesiones, procesos infecciosos o tumorogénesis en la piel,
los neutrdfilos son reclutados mediante sefiales quimioatrayentes y proinflamatorias
producidas por los queratinocitos o las células tumorales, como lo son el factor de
necrosis tumoral (TNF), interleucina 8 (IL-8), interleucina 1 (IL-1), e interleucina 6
(IL-6) (Dunn et al., 2002; Castrillon et al., 2008; Uribe-Querol & Rosales, 2015;
Elsevier Connect, 2019). Estas sefales inducen la migracién de los neutrofilos
desde la periferia vascular al sitio de interés reconociendo los DAMPs o PAMPs a

través de sus PRRs principalmente TLRs (Selders et al., 2017).

Al llegar al sitio de dafio o infeccion, los neutrdfilos liberan colagenasas vy
gelatinasas contenidos en sus granulos, para poder atravesar el endotelio entrando

al tejido en donde reconocen y combaten la amenaza. Los neutréfilos pueden

12
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eliminar patégenos incluyendo células tumorales mediante degranulacion liberando
moléculas como, el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de
necrosis tumoral (TRAIL), especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
mieloperoxidasa (MPO); la fagocitosis y formacion de trampas extracelulares de
neutrofilos (NETs) (Uribe-Querol & Rosales, 2015; Masucci et al,. 2019).

Neutrofilos

Liberacion - iminacio f
de cincinss Mecanumsdee_lurma:wn Atravs!(s?:_?\ndutello
s, 10 & — 8 "

IFN-y, GM-CSF ®
CC quimigcinas

< Degranulacion ‘ S quimiotaxis

ptosis v ot Rel:cnoc-imienl:o
ﬁm ' Q I:! ‘
: ol
Destruccién - Fagocitocis
de amenaza NETs - ' Tejido

Figura 4 - Accion general de los neutréfilos ante una amenaza.

Los neutréfilos pueden reconocer los patégenos a través de PRRs, lo que les
permite fagocitarlos o inducir la liberacion de fosfatasas y péptidos antibacterianos
como especies reactivas de oxigeno, que al entrar en contacto con la membrana de
células tumorales pueden eliminarlas. Adicionalmente, los neutréfilos inducen
apoptosis en células tumorales mediante TRIAL (Uribe-Querol & Rosales, 2015;
Masucci et al., 2019). Ademas de la fagocitosis y degranulacioén, los neutrdéfilos
tienen la capacidad de formar NETs las cuales son redes compuestas por cromatina
e histonas cubiertas por los granulos del neutrdfilo, estas redes pueden formarse a
partir del contenido de la mitocondria o del contenido del nucleo. Las redes pueden
abarcar una extension de hasta 15 veces el tamafo del neutréfilo en donde
expondra a los patdgenos atrapados a las moléculas bactericidas pertenecientes a
los granulos, normalmente las redes se forman cuando la amenaza es demasiado
grande para fagocitar (Selders et al., 2017). Junto con las enzimas proteoliticas los
granulos contienen citocinas como, IL-8, interleucina 10 (IL-10), interferébn gamma
(IFN-gamma), factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF),

ademas de quimiocinas. Este conjunto de factores son de importancia para
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mantener la accion del sistema inmune, ya que modulan la inflamacion, promueve la
accion de células T y reclutan células del sistema inmune al lugar de la amenaza,
principalmente macréfagos y neutréfilos (Selders et al.,, 2017). Los macréfagos
reclutados se encargan de fagocitar a los detritos celulares de los patégenos
aniquilados por los neutrdfilos y los restos celulares de las células muertas (Selders
etal., 2017).

3.1.2. Macroéfagos.

Los macrofagos son células del sistema inmune innato (Fig. 5), se encargan de
eliminar células infectadas, células neoplasicas, amenazas bacterianas, fragmentos
de tejido y restos celulares. Los macrofagos se originan en la médula 6sea como
células precursoras denominadas monocitos, localizadas en el tejido sanguineo, de
donde pueden migrar a epitelios donde se diferencian a macréfagos
(Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Mcdonald & Levy, 2019). Los macroéfagos se
encuentran tanto como monocitos en la periferia vascular y como macréfagos
residentes en tejidos. Los monocitos en la sangre periférica son reclutados al sitio
de la agresion por la accion de quimiocinas, y citocinas como IL-8 y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) provenientes de los neutréfilos y los queratinocitos
de la piel, al entrar a la piel se diferencian a macrofagos detectando las sefales de

DAMPs, PAMPs y citocinas proinflamatorias.
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Figura 5 - Accién general de los macréfagos ante una amenaza.
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Los macréfagos entonces se encargan de liberar especies reactivas de oxigeno y de
fagocitar a un gran numero de patdgenos y restos celulares, a la vez que producen
citocinas proinflamatorias, TNF-alfa, IL-1, IL-6 e IL-8, que mantendran la actividad
inmune y reclutaran neutréfilos, macroéfagos/monocitos y células dendriticas
(Hussein, 2006, Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Mcdonald & Levy, 2019).

Junto con su perfil proinflamatorio y la alta capacidad fagocitica, los macrofagos son
células presentadoras de antigeno (APCs) lo que significa que presentan
fragmentos peptidicos pertenecientes a las amenazas fagocitadas, acopladas al
complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC-II), a los linfocitos T CD4+
permitiendo asi el inicio del desarrollo de respuestas inmunoldgicas adaptativas
(Hussein, 2006, Hirayama et al., 2018; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

3.1.3. Células dendriticas.

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno, con la capacidad de
reconocer, fagocitar y procesar patdgenos y/o dafio tisular, para luego presentar
fragmentos antigénicos a través de MHC-I y MHC-II a los linfocitos T, principales

células efectoras de la inmunidad (Cuéllar, 2018).

En la piel se encuentra un grupo especializado de células dendriticas denominadas
células de Langerhans, que tienen su origen en precursores hematopoyéticos de la
médula ésea (Diaz, 1998). Las células dendriticas que se originan en la médula
O0sea migran a la circulacion periférica, posteriormente a o6rganos linfoides
secundarios y epitelios, permaneciendo como células dendriticas inmaduras, en
donde pueden reconocer patégenos y madurar (Solano et al., 2018). Las células
dendriticas circulantes y residentes en la piel son reclutadas por la accion de
quimiocinas CC, PRRs y senales pro inflamatorias, TNF, IL-1 (Corado, 2005),

producidas por otras células inmunes y queratinocitos.

Morfolégicamente, las células dendriticas se caracterizan por presentar

prolongaciones citoplasmicas que le otorgan una alta superficie de contacto
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facilitando la deteccion de los patégenos y dafio celular. Sus prolongaciones
ademas expresan receptores para quimiocinas, receptores fagociticos y de
reconocimiento antigénico implicados en el procesamiento de antigenos, que
permiten a las células dendriticas presentar péptidos antigénicos de los patégenos
fagocitados, acoplandolos a MHC-I y MHC-II. Este proceso culmina con la
maduracién de las células dendriticas, que se caracteriza por el incremento en la
expresion de MHC-II, moléculas coestimuladoras y la capacidad de estimular células
T naive (Sallusto et al., 1999).

3.1.3.1. Presentacion de antigenos.

La presentacion de antigenos hace referencia al proceso en que los patégenos
primero son reconocidos, fagocitados y procesados para su posterior presentacion
en la membrana plasmatica por medio del MHC-I y MHC-II (Gutiérrez et al., 2006;
Antigen Processing and Presentation, 2014). En relacién con la presentacién por la
via del MHC-II, ésta comienza con la deteccién de patégenos o fragmentos de los
antigenos, por medio de PRRs (Fig. 6-A-1, 2), lo que provocara que la célula
modifique su citoesqueleto e inicie la formacién de una vesicula denominada
fagosoma con la que introducira el antigeno a la célula (Fig. 6-A-3). La vesicula se
acidifica y por accidon enzimatica el antigeno se degradara a un tamafo apropiado
para la presentacion (Fig. 6-A-4). Mientras el antigeno esta siendo procesado,
simultaneamente se ensamblan moléculas del MHC-II en el reticulo endoplasmico
rugoso (Fig. 6-A-5) que luego son transportados al Aparato de Golgi de donde salen
por medio de vesiculas (Fig. 6-A-6, 7). Durante la via vesicular, el fagosoma, con los
péptidos antigénicos, se fusiona con las vesiculas que transportan al MHC-II para
que los antigenos se acoplen a las moléculas de MHC-II (Fig. 6-A-8). Finalmente,
las vesiculas que contienen a las moléculas de MHC-Il son acopladas a los péptidos
antigénicos y seran transportadas hacia la membrana plasmatica (Fig. 6-A-9, 10)

(Gutiérrez et al., 2006; Antigen Processing and Presentation, 2014).

Los antigenos que son presentados por medio de las moléculas del MHC-I, son

generalmente enddégenas al ser expresados por células tumorales o infectadas por

16



virus o bacterias. Por lo que estos antigenos son intracelularmente marcados con
ubiquitinas y transportados a los proteosomas (Fig. 6-B-1, 2), donde se llevara a
cabo su degradacion proteolitica (Fig. 6-B-3). Los péptidos resultantes son
posteriormente transportados para localizarse dentro del reticulo endoplasmatico
rugoso por la proteina asociada a la presentacion de antigenos (TAP) (Fig. 6-B-4),
donde puede asociarse al MHC-I, o a proteinas chaperonas para ser recortados por
la aminopeptidasa asociada a reticulo endoplasmatico tipo 1 (Fig. 6-B-5, 6). Asi el
péptido gana afinidad y se reduce al tamafo apropiado para la union al MHC-I, el
cual es sintetizado dentro del reticulo endoplasmatico. Una vez que se ha acoplado
el antigeno a las moléculas del MHC-I (Fig. 6-B-7), el complejo se transporta al
Aparato de Golgi donde se cargara posteriormente en una vesicula exocitica para
presentarse en la membrana celular (Fig. 6-B-8, 9, 10, 11) (Antigen Processing and
Presentation, 2014; Joffre et al., 2012).

Figura 6 - A- Presentaciéon por MHC-II. B- Presentacion por MHC-I. C-Presentacién cruzada.

También existe una ruta por la cual se presentan antigenos exdgenos por medio de
moléculas MHC-I, denominada presentacion cruzada, donde las células dendriticas

primero fagocitan el antigeno y lo transportan al proteosoma (Fig. 6-C-1, 2, 3).
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Posteriormente, los residuos peptidicos se transportan al reticulo endoplasmatico
rugoso, donde son procesados para su asociacion con las moléculas de MHC-I (Fig.
6-C-4, 5, 6, 7). En este proceso el complejo MHC-I mas el antigeno no se forma
dentro del reticulo endoplasmatico sino en la vesicula exocitica (Gutiérrez et al.,
2006; Joffre et al., 2012).

3.1.3.2. Maduracion.

Después que las células dendriticas reconocen al antigeno, experimentan diversos
cambios fenotipicos que confieren a las células la habilidad de activar al sistema
inmune adaptativo mediante la produccién de citocinas IL-12, IL-15 y |la presentacién
de antigenos por medio de las moléculas de MHC-I y/o MHC-II a linfocitos T. A estos
cambios en las células dendriticas se les denomina maduracion (Fig. 7) (Sallusto et
al., 1999; Cuéllar, 2018).

Células Dendritica Células Dendritica
Inmadura Madura
ceplores Receptores
CCR1,CCR2, + CXCR4, CCRH
CCRS5, CXR1 CCR7
PRRs
; PRRs

;ndg‘;'lmds Endocitocis

H —,

CD80 "":%%'&I Citocinas

y ches 5% I,
€040 Cpao —UE
Presentacion de antigenos
a Células T

Figura 7 - Diferencias entre células dendriticas inmaduras y células dendriticas maduras.

Previo a la maduracion, cuando las células dendriticas generalmente se localizan en
la piel, se consideran inmaduras, caracterizandose por expresar los receptores de
quimiocinas CCR1, CCR2, CCR5, CXR1; una alta expresiéon de PPRs que le
confieren una alta capacidad endocitica; expresion baja de MHC-Il y de moléculas
coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 (Sallusto et al 1999; Cuéllar 2018). Una vez
que las células reconocen al patégeno y lo procesan, disminuyen la expresion de

PPRs, aumentan sus prolongaciones tipo dendriticas, aumentan la expresion de
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MHC-II junto con la expresién de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86, CD40
y de receptores quimiotacticos CXCR4, CCR6 y CCR7, confiriendo a las células la
capacidad de realizar la presentacion antigénica, secretar citocinas proinflamatorias,
TNF-alfa, IL-8, IL-10 e IL-23, y migrar de los tejido a los ganglios linfaticos, donde se

localizan las células T (Sallusto et al., 1999; Cuéllar, 2018).

3.1.3.3. Activacion de las células T.

Una vez que las células dendriticas maduran, éstas migran a los ganglios linfaticos
regionales, donde interactuan con las células T naive para la induccion de una
respuesta inmune (Solano, 2018). La activacion de las células T se traduce a la
activacion del sistema inmune adaptativo, el cual se caracteriza por ejercer una
accion especifica mediada por los antigenos, que entrenan a las células T para
reconocer y recordar a la amenaza de la cual provienen, de forma que puede

detectar de forma especifica al patégeno y destruirlo (Toche, 2012).

Figura 8 - Activacion de las células T, interaccion entre MHC - TCR moléculas coestimuladoras.

La activacion de las células T naive (Fig. 8) se lleva a cabo mediante la interaccién
del complejo MHC-II/I péptido antigénico con el receptor de células T (TCR).
Cuando la célula T reconoce al antigeno, acopla su TCR al MHC de la célula
dendritica, al mismo tiempo reconoce las moléculas coestimuladoras CD80, CD86,
CD40 acoplandose a los receptores CD28, CTLA-4, CD40L de la célula T,

induciendo asi la activacion de la célula T (Solano, 2018; Tai, 2018). Las células T
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activadas pueden ser del tipo CD4+ denominadas helper o CD8+ denominadas
citotoxicas. Las células T helper se forman mediante la estimulacién por MHC-Il y
CD4+, se caracterizan por liberar citocinas proinflamatorias como IFN-gamma vy
TNF-alfa que promueven la respuesta inmune. Las células T citotoxicas, en cambio,
se forman por la estimulacion de MHC-II y CD8+, encargandose de realizar una
accion citotoxica a través de perforinas y granzimas, sobre células que presentan el
antigeno para el cual fueron activadas (Seder & ahmed, 2003; Molnar & Gair, 2015;

Immunopaedia 2020).

4. Respuesta inmune contra el cancer.
4.1. Inmunoedicion.

Se ha observado que el sistema inmune puede desarrollar diversas respuestas
antitumorales en las que generalmente se eliminan las células mas inmunogénicas,
inhibiendo asi el crecimiento tumoral. Sin embargo, existen ocasiones en que las
respuestas inmunoldgicas promueven la seleccién de las células tumorales mas
agresivas, permitiendo la formacion o crecimiento de un tumor. Por lo anterior, a la
presion selectiva del sistema inmune que puede moldear el desarrollo de un tumor
se le ha denominado inmunoedicion, la cual cuenta con tres etapas: eliminacion,
equilibrio y escape (Dunn et al., 2002; Jacobo et al., 2017; McCoach & Bivona,
2018; Cutuli, 2018; de Ledn & Pareja, 2018).

4.2. Fase de eliminacion.

En la fase de eliminacion (Fig. 9), también llamada inmunovigilancia, las células del
sistema inmune pueden detectar a las células neoplasicas a través de antigenos
especificos de tumor y eliminarlas (Dunn et al., 2002; Jacobo et al., 2017; Cutuli,
2018; de Ledn & Pareja, 2018). El reconocimiento del tumor inicia cuando éste ha
crecido lo suficiente como para alterar el tejido circundante y generar proteinas
angiogénicas aumentando el suministro de sangre. Ambos procesos generan

sefales de dafo liberando DMAPs provenientes del tumor y la matriz extracelular,
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como IFN-alfa, proteinas de choque térmico, fragmentos de la matriz y fragmentos
del tumor. Estas senales reclutan macrofagos, células dendriticas y células T, que
inician su respuesta contra las células neoplasicas junto con la produccion de
citocinas proinflamatorias IFN-gamma, TNF-alfa, IL-12 y quimiocinas CXCL10,
CXCL9, CXCL11, promoviendo la muerte de las células tumorales y reclutando
células del sistema inmune (Smyth et al., 2001; Dunn et al., 2002; Garg et al., 2013).
Los fragmentos de células neoplasicas muertas son fagocitados y procesados por
macréfagos y células dendriticas, las cuales migran hacia los 6rganos linfoides
secundarios para activar a linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos contra el tumor,
que tendran la capacidad de producir citocinas como IFN-gamma e inducir la muerte
de células tumorales. Los linfocitos T son las principales células encargadas de
eliminar al tumor, pero es posible que no puedan eliminarlo por completo logrando
solo contener su crecimiento generando la fase denominada de equilibrio (Dunn et
al., 2002; Jacobo et al., 2017; Cutuli, 2018).
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Figura 9 - Fase de eliminacion. 1- El tumor genera sefales por inflamatorias, 2- que son reconocidas por células del sistema
inmune, 3- las cuales migran al sitio del tumor, 4-5- donde generaran un reconocimiento, produccion de citocinas y destruccion

de celulas tumorales, 6- los fragmentos del tumor generados 7- seran entonces reconocidos por macrofagés y células
dendriticas, 8- estas ultimas maduraran y 9- activaran celulas T, 10- las cuales migran al sitio del tumor, 11- para destruirlo.
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4.3. Fase de equilibrio.

Cuando el sistema inmune no es capaz de destruir a la totalidad de las células
neoplasicas, éstas entran en un equilibrio con el sistema inmune, donde las células
neoplasicas estan contenidas pero siguen proliferando bajo un esquema de presion
selectiva ejercido por el sistema inmune. Asi se seleccionan variantes cada vez mas
resistentes las que eventualmente escapan al sistema inmune. Las células
tumorales sobreviven gracias a su diversidad genética, generando y heredando
mutaciones, produciendo clonas con baja inmunogenicidad y resistentes al sistema
inmune (Dunn et al., 2002; Jacobo et al., 2017; Cutuli, 2018; de Ledn & Pareja,
2018).

4.4. Fase de escape.

Las células seleccionadas por el sistema inmune eventualmente son capaces de
evitarlo completamente ya sea por resistencia individual o por la generacién de un
microambiente tumoral inmunosupresor, con la capacidad de reclutar células del
sistema inmune que promuevan su crecimiento (Dunn et al., 2002; Jacobo et al.,
2017; Cutuli, 2018; McCoach & Bivona, 2018). Las células neoplasicas tienen
distintas estrategias para evadir al sistema inmune (Fig. 10), como la secrecién de
citocinas inhibitorias del sistema inmune, mecanismos de resistencia, pérdida de
receptores y reduccion del reconocimiento por el sistema inmune (Dunn et al., 2002;
Cutuli, 2018; McCoach & Bivona, 2018).

Las células tumorales pueden reducir la expresion de antigenos especificos al surgir
nuevas células que no los expresan, al mismo tiempo pueden reducir su expresion
de MHC-I junto con su capacidad de presentar péptidos en él. Estos factores en
conjunto reducen la capacidad del sistema inmune de reconocer, y eliminar las
células tumorales. También generan resistencia a mecanismos citotoxicos, mediante
la pérdida de receptores para IFN-gamma evadiendo su accion apoptética, la
produccion de factor oncogénico Pro STAT3 evitando apoptosis y la sobre expresion
de PD-1 y CTLA-4 que evita la accién de células T citotoxicas. A la vez que evaden

la deteccidn y accion del sistema inmune, las células tumorales producen citocinas
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inhibitorias, como factor de crecimiento transformante beta (TGF-3), biotina PEG2
amina (PEG2), indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO), factor estimulante de
colonias macréfagos (M-CSF), IL-4, IL-6 e IL-10 que inhiben la accién efectora de

macréfagos, dendriticas y T citotoxicas.
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Figura 10- Fase de escape, la célula tumoral inhibe la accién de las células inmunes promoviendo su crecimiento.

Al mismo tiempo estos factores promueven fenotipos reguladores de las células
inmunes, como lo son las células T reguladoras las cuales tienen la capacidad de
inhibir a las células T citotoxicas y aumentar la produccion de IL-10 y TGFs (Jacobo
et al., 2017; Cutuli, 2018). Todos estos mecanismos promueven la formaciéon de un
microambiente tumoral donde se producen citocinas angiogénicas e
inmunosupresoras, cambiando el fenotipo de las células inmunes de efector a
tolerogénico y promoviendo asi la reparacion de tejido y la proliferacion de células
tumorales (Dunn et al., 2002; Jacobo et al., 2017; Cutuli, 2018; McCoach & Bivona,
2018).

5. Tratamiento.

El diagndstico temprano del melanoma, antes de que empiece a invadir los ganglios
linfaticos (estadio 3), es importante para un tratamiento efectivo. La forma mas
efectiva de tratamiento es la escision quirdrgica temprana de la lesion, con un
margen de 0.5 a 2 cm dependiendo de la profundidad indicada por el indice de

Breslow. Ademas, se realiza una biopsia del ganglio centinela para identificar
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cualquier posible invasién y en su caso llevar a cabo una reseccién (Torrella & Noris,
2004). Desde el estadio 2 en adelante, de ser posible, el tumor es retirado, ademas
se emplea una terapia adyuvante para prevenir un relapso de la enfermedad o evitar
que se disemine a otros o6rganos. En la actualidad se emplean agentes adyuvantes
inmunomoduladores como citocinas (IFN-alfa) y anticuerpos (Ipilimumab vy
Nivolumab). Para el estadio 4, no hay posibilidad de reseccion y solo se emplean
agentes adyuvantes inmunomoduladores y quimioterapia como la dacarbazina
(Camacho et al., 2017). Para estos tratamientos el relapso de la enfermedad resulta
comun al no ser capaces de destruir todas las células neoplasicas, por lo que se
buscan alternativas de tratamiento. Una propuesta para tratar melanoma en
estadios avanzados es la inmunoterapia, donde se busca modular el sistema
inmune del paciente para generar una respuesta antitumoral efectiva (Jacobo et al.,
2017; Zhang & Cheng., 2018).

6. Inmunoterapia.

Una estrategia propuesta para superar los efectos inmunosupresores del cancer es
la inmunoterapia, que consiste en la modulacién del sistema inmune de un paciente,
con el objetivo de aumentar su capacidad para detectar y destruir células tumorales
(Pisconti, 2018). Se han generado estrategias inmunoterapéuticas (Cuéllar, 2018)
que hacen uso de diversos inmunomoduladores capaces de activar y potenciar las

respuestas inmunes antitumorales (Saroj et al., 2012; Benitez, 2018).

La inmunoterapia puede dividirse ampliamente en inmunoterapia especifica (Fig. 11)
e inmunoterapia inespecifica (Fig. 12). La inmunoterapia especifica busca generar
una respuesta inmune especifica para el tumor, aprovechando las caracteristicas de
memoria y especificidad del sistema inmune adaptativo, y se basa en el uso de
antigenos tumorales, células T y células dendriticas modificadas o activadas in vitro
para después ser inoculadas en el paciente. Por otro lado, la inmunoterapia
inespecifica se concentra en la activacion sobre todo de las células pertenecientes
al sistema inmune innato, potenciando de forma indirecta la activacién del sistema

inmune adaptativo, que es estimulado por la produccion de citocinas
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proinflamatorias del sistema inmune innato y los antigenos generados por su accion

(Monjazeb et al., 2013; Felippe, 2013; Chen et al., 2018; Zhang & Cheng, 2018).
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Figura 11 - Inmunoestimulacion especifica.
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Figura 12 - Inmunoestimulacion inespecifica.

La inmunoestimulacién no especifica tienen la capacidad de potenciar distintos
pasos en el reconocimiento y eliminacion de las células tumorales, en teoria
induciendo una respuesta inmune capaz de eliminar la totalidad del tumor, sin
depender de uno o un grupo de antigenos (Rubinstein & Cole, 2001; Monjazeb et
al., 2012; Saroj et al., 2012; Kelly & Ginex, 2018; Zhang & Cheng, 2018). Para el
tratamiento del melanoma se ha explorado el uso de las citocinas IL-2 e IFN-alfa,
como terapia inmunoestimuladora, buscando generar un ambiente antitumoral.
Ambas han presentado éxito en ensayos clinicos, sin embargo las altas dosis
necesarias generan toxicidad secundaria llevando a la suspension temprana del

tratamiento (Torrella & Noris, 2004).
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6.1. Retos de la inmunoterapia.

Los retos a los que se enfrenta la inmunoterapia para cancer son variados, entre
ellos, tener la capacidad de inducir la activacion de células del sistema inmune con
un determinado fenotipo necesario para mediar la muerte de células tumorales;
disefar terapias sinérgicas no toxicas; que la funcién efectora de las células del
sistema inmune se mantenga durante un periodo de tiempo necesario para la
eliminacién de las células tumorales, entre otras (Gammon et al., 2016; Wang &
Mooney, 2018). Asi, desde hace algunos afios, se ha investigado las propiedades
de los biomateriales para ser empleados en terapias. Utilizando biomateriales cuyas
caracteristicas permiten fabricar dispositivos que pueden actuar como reservorio de
citocinas, antigenos, células o farmacos, y liberarlos de manera controlada y
sostenida sobre el tiempo (Gammon et al., 2016). Un ejemplo es el caso de un
hidrogel fabricado a partir de acido hialurénico y cargado con antagonistas para los
receptores TLR-7/8 o estimulador de genes de interferon (STING), implantados en el
sitio de reseccion de tumor en ratones inoculados con un modelo de cancer de
mama. La liberacién prolongada por el hidrogel en los sitios de reseccion de tumor
generd un mayor porcentaje de respuesta en comparacion a la aplicacion local o
sistémica de los mismos componentes terapéuticos en solucion (Park et al., 2018).
Este tipo de propiedades han permitido que el uso de biomateriales en la
inmunoterapia aumente el crecimiento de la sobrevida en ensayos preclinicos, por lo
que es importante investigar diversos biomateriales que puedan ser empleados en

la inmunoterapia (Gammon et al., 2016; Wang & Mooney, 2018).

7. Biomateriales.

Los biomateriales pueden ser definidos como una sustancia otra que una droga, o
combinacion de sub-sustancias, sintéticas o naturales en origen, las cuales pueden
ser usadas por un periodo de tiempo, como la totalidad o parte de un sistema el cual
cura, aumenta la funcidén o reemplaza cualquier tejido, érgano o funcion del cuerpo,
mejorando la calidad de vida del paciente (Patel & Gohil, 2012; Hollinge, 2012;
Marin et al., 2020).
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La principal caracteristica que define a un biomaterial es la biocompatibilidad, es
decir que al momento de su implantacion y subsecuente contacto con fluidos y
tejidos biologicos, el biomaterial no debe causar reacciones adversas como lo son,
grandes cantidades de dano al tejido circundante, toxicidad y efectos cancerigenos
(Kiradzhiyska & Mantcheva, 2019; Gobbi et al.,, 2020). Adicionalmente, los
biomateriales presentan caracteristicas mecanicas, quimicas, fisicas y biologicas,
particulares a cada material. Entre las cuales destacan la rigidez, fuerza, dureza,
ductilidad, la carga eléctrica, la composicidn quimica, el arreglo atémico, la
biodegradabilidad y la interaccion biolégica con el cuerpo humano (Abdullaeva,
2017; Dziki & Badylak, 2018; Kiradzhiyska & Mantcheva, 2019; Mariani et al., 2019).
Estas caracteristicas deben variar y responder a las necesidades de las
aplicaciones requeridas (Gobbi et al., 2020). De forma que el conjunto y
combinaciones de estos factores permiten diversas aplicaciones para los
biomateriales como, implantes &seos, valvulas de corazon artificiales, implantes
ortodonticos, stents para uso arterial, implantes estéticos, entre otras (Raghavendra
& Jayaramudu, 2015; Gobbi et al., 2020). Muchas de estas caracteristicas provienen
de la composicion del biomaterial, los cuales de acuerdo a ello pueden ser

clasificados en metales, ceramicas, polimeros o compositos (Fig. 13).

- Acero inoxidable o - Implantes dentales
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- Materials de cobertura

— - Apatitas - Implantes dentales
> - Fosfatos de calcio - Implantes ortopédicos
- Hidroxiapatitas - Rellenos de defectos dseos

- Reemplazo de articulaciones

Biomateriales

- Dispositivos cardiovasculares
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que sus componentes individuales

Figura 13 - Biomateriales clasificacion por composicién, ejemplos y aplicaciones.
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Los polimeros son de particular importancia e interés al ser biomateriales cuyas
caracteristicas como, biodegradabilidad, elasticidad, resistencia y capacidad de
absorber agua, permiten su compatibilidad con una gran variedad de tejidos y
organos, de forma que son usados en la ingenieria de tejidos para el reemplazo de
tejidos blandos y la regeneracion de tejidos (Raghavendra & Jayaramudu, 2015;
Osorio et al., 2017; Teo et al., 2016; Liang et al., 2017; Mariani et al., 2019).

7.1. Biomateriales poliméricos.

Los polimeros son macromoléculas compuestas por repeticiones de unidades
monoméricas. Son materiales altamente versatiles, los cuales son relativamente
faciles de procesar y fabricar. Existen una gran variedad de polimeros los cuales
comparten caracteristicas mecanicas que permiten su aplicacion en la medicina, al
mismo tiempo que presentan una diversidad de composiciones y propiedades (Teo
et al., 2016; Osorio et al., 2017). Los polimeros pueden ser modificados al momento
de su fabricacién o procesamiento, cambiando caracteristicas como su humedad,
degradabilidad, fuerza, composicién quimica, entre otras, llevando a la adaptacion

de un polimero a una funcion especifica (Osorio et al,. 2017; Liang et al,. 2017).

Los polimeros pueden dividirse de acuerdo a su origen en polimeros sintéticos y
polimeros naturales. Los sintéticos son generados o sintetizados artificialmente,
frecuentemente mediante derivados de petréleo, mientras que los naturales son
aquellos que se obtienen de organismos vivos como algas, vertebrados y artrépodos
(Khan & Ahmad, 2015; Raghavendra & Jayaramudu, 2015; Mariani et al., 2019). Los
polimeros sintéticos pueden ser biodegradables facilitando su aplicacion en
ingenieria de tejidos y presentacion de farmacos. Se distinguen por su fabricacién a
través de métodos de polimerizacion quimica, lo que permite una facilidad de
manufactura al mismo tiempo que facilita la modificacion de sus caracteristicas
morfolégicas y mecanicas, sin embargo carecen de sefales quimicas, lo que puede
llevar a su rechazo, en su caso las sefales quimicas s6lo pueden ser agregadas

mediante modificaciones secundarias durante su fabricacion (Osorio et al., 2017,
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Teo et al., 2016; 2010; Khan & Ahmad, 2015). Por otro lado los polimeros naturales
al ser originarios de sistemas biolégicos pueden presentar sefales quimicas
reconocibles en ambientes fisioldgicos, son biodegradables, con baja citotoxicidad y
dependiendo de su origen pueden facilmente mimetizar la matriz extracelular. Estas
caracteristicas les confieren mayor biocompatibilidad sobre los sintéticos facilitando

su aplicacion en la biomedicina (Khan & Ahmad, 2015; Mariani et al., 2019).

7.2. Biomateriales e inmunoterapia.

Los biomateriales poliméricos son empleados en el disefio de dispositivos médicos
denominados andamios los cuales son matrices tridimensionales con poros
interconectados y sefales quimicas que permiten el reconocimiento y adhesion
celular dentro de su estructura. Los andamios permiten la regeneracion o reemplazo
de tejidos y la presentacién de farmacos entre otras funciones. La construccion de
andamios se apoya en la capacidad de los polimeros de formar estructuras que
permiten la entrada y adhesion de células en su estructura, mediada por sus
caracteristicas morfologicas, quimicas y mecanicas (Khan & Ahmad, 2015; Mariani
et al., 2019). La morfologia y topologia de la matriz dependera principalmente del
método de fabricacion, mientras que las sefiales quimicas, como sitios de
reconocimiento celular, pueden ser inherentes a los monémeros que componen el

polimero o agregadas en modificaciones secundarias al material.

Los andamios son usados para tratar de mimetizar, reemplazar o reparar un tejido,
organo o funcion. Originalmente, se buscaba que un biomaterial fuera
completamente inerte, para evitar un rechazo por parte del sistema inmune, sin
embargo, ahora se sabe que la implantacion de un biomaterial siempre genera una
respuesta inmune implicada en la induccion de cicatrizacion o la sintesis de matriz
extracelular (Dziki & Badylak, 2018; Mariani et al., 2019). Esta respuesta inmune
puede ser aprovechada usando los andamios como mecanismos para la liberacion

de farmacos o biomoléculas, tales como citocinas, antigenos, anticuerpos e incluso
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células, para inducir o modelar una respuesta inmunoldgica cuando son implantados

en un individuo.

Incorporar sustancias activas a un andamio (Fig. 14), permite que estas puedan ser
liberadas poco a poco en el tejido conjuntivo circundante y a la circulacién, de
manera que los andamios permiten una liberacion prolongada de las moléculas,
permitiendo que se generen mejores respuestas inmunoterapéuticas (Jhunjhunwala,
2018; Wang & Mooney, 2018; Mariani et al., 2019). Estrategias de este tipo se han
llevado a cabo por distintos investigadores con el objetivo de potenciar terapias
existentes, como la construccion de un andamio de acido poly(lactico-co-glicélico)
(PLGA) cargado con lisado tumoral y la capacidad de liberar GM-CSF que
efectivamente recluta células dendriticas, resultando en 90% de supervivencia en un
modelo murino a 25 dias (Ali et al., 2009). La formulacién de un andamio inyectable
compuesto de varas microscopicas mesoporosas hechas de silice que al inyectarse
se auto ensamblan en una matriz la cual puede cargar y liberar antigenos y
GM-CSF (Kim et al., 2015).
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Figura 14 - Biomaterial incorporado con componentes inmunoreactivos para su posterior implantacion.

El efecto de moléculas cargadas en un andamio, puede ser potenciado mediante el
uso de biomateriales derivados de la matriz extracelular del organismo, pues

ademas de activar el sistema inmune, pueden inducir la migracion de diversos tipos
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celulares desde fibroblastos hasta linfocitos manteniendo la estimulacion durante
cierto tiempo hasta su degradaciéon (Dziki & Badylak, 2018; Wang & Mooney, 2018).
Dos biomateriales de interés propios de la matriz extracelular que pueden ser

reconocidos por el sistema inmune son la gelatina y el acido hialurénico.

7.3. Acido hialurénico.

El acido hialurénico es un polimero compuesto por repeticiones de acido
B(1-4)-D-glucurénico y B(1-3)-N-acetil-D-glucosamina (Fig. 15), caracterizado por
tener cargas negativa que atrae moléculas de agua, se encuentra presente en la
matriz extracelular de vertebrados, su produccion esta mediada por fibroblastos y
células mesoteliales, estimuladas por la influencia de procesos inflamatorios o
factores de crecimiento. La produccién y degradacion de este polimero puede
regular procesos como la migracion celular, la angiogénesis, inflamacion vy

diferenciacion celular (Zhu et al., 2017; Mariani et al., 2019).
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Figura 15 - Estructura del acido hialurénico (Sanmartin, 2016).

Mediante la transduccion de sefales, el acido hialuronico afecta distintas actividades
celulares esenciales, como la supervivencia, proliferacion, migracion vy

diferenciacion. Las células son capaces de reconocer el acido hialurénico a través
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de distintos receptores como CD44, TLR y CD168. El receptor principal es CD44 y
esta presente en casi todas las células humanas y de raton, permitiendo la union e
internalizacién del acido hialurénico. Esta internalizacion atiende a la regulacién de
procesos inflamatorios. Durante una lesion, el acido hialurénico se fragmenta, estos
fragmentos pequefios tienen un efecto proinflamatorio al ser reconocidos por las
células a través de CD44, adicionalmente también pueden ser reconocidos como
DAMPs por medio de TLRs, particularmente TLR4 y TLR2, lo que lleva a la
activacion de células del sistema inmune como, macréfagos, neutréfilos y células
dendriticas, lo que induce la migracién de mas fagocitos y la produccion de citocinas
proinflamatorias (Jiang et al., 2011; Jounai et al., 2013; Litwiniuk et al., 2016; Zhu et
al., 2017, Abatangelo et al., 2020).

El acido hialurénico al usarse como biomaterial, puede ser reconocido por el
organismo. Su alta concentracion de grupos hidroxilo y carboxilo le confiere una alta
capacidad de interactuar con el agua, permitiendo que esta ocupe un espacio dentro
de él. Ademas puede formar estructuras porosas que permiten la entrada de células,
no es citotdxico y es degradado naturalmente en vertebrados a través de enzimas
hialuronidasas sin producir subproductos toxicos (Zhu et al., 2017 Mariani et al.,
2019). El acido hialurénico se ha utilizado como biomaterial para terapia, Thambi et
al., 2019 gener6 un andamio inyectable de acido hialurénico y poly(B- amino
uretano) con la capacidad de almacenar y liberar gradualmente un agente
quimioterapéutico, obteniendo una liberaciéon prolongada y una infiltracion efectiva
dentro de tumores solidos generando una respuesta antitumoral en un modelo

B16/OVA en ratas.

7.4. Gelatina.

El componente mas abundante de la matriz extracelular es la colagena, de la cual
se puede obtener la gelatina a través de su desnaturalizacion. La colagena es una
proteina conformada por una triple hélice de unidades de tropocolageno que al ser

desnaturalizada por acciéon de calor produce cadenas lineales de gelatina
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compuestas por repeticiones de Glicina-X-Y, donde X y Y pueden ser cualquier
aminoacido (Fig. 16) (Gorgieva & Kokol, 2011; Bello et al., 2020).
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Figura 16 - Estructura de gelatina (Sanmartin, 2016).

La gelatina conserva propiedades de la colagena, permitiendo una alta
biocompatibilidad junto con la presencia de una secuencia de reconocimiento
conformada por los aminoacidos Arginina-Glicina-Aspartato (RGD) (Gorgieva &
Kokol, 2011; Bello et al., 2020). La secuencia RGD es un sitio de unién a proteinas,
facilitando la unién, migracion y supervivencia celular, y es considerada como uno
de los mayores sistemas de reconocimiento de adhesion celular, al cual se unen
proteinas pertenecientes a la superficie celular, a la matriz extracelular y a
componentes sanguineos. Las células se acoplan al sitio RGD a través de
moléculas de adhesién denominadas integrinas, de las cuales la mayoria pueden
acoplarse a esta secuencia (Ruoslahti, 1996). Las propiedades que conserva hacen
que la gelatina como biomaterial promueva la infiltraciéon celular, su adhesion y
proliferacion dentro del andamio (Gorgieva & Kokol, 2011; Chato et al., 2018).
Adicionalmente, la gelatina es soluble en agua lo que facilita su manejo en la
construccion de andamios, por lo que ha sido utilizada en distintos estudios. Lee et

al., 2003 fabricé un equivalente de piel compuesto por gelatina y betaglucano.
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Einerson et al., 2002 gener6 un andamio de gelatina modificado con la capacidad de

contener y liberar farmacos durante periodos prolongados de tiempo.

8. Entrecruzante.

Ambos, la gelatina y el acido hialuronico son altamente hidrofilicos y se degradan a
en cuestion de minutos (Yang et al., 2018; Chantre et al., 2019), lo que limita su
tiempo medio de vida y por tanto su aplicacién, esto puede prevenirse mediante una
modificacién en su estructura, una técnica para ello es el entrecruzamiento (Hu et
al., 2019). El proceso de entrecruzamiento es la induccién de enlaces quimicos o
fisicos entre las cadenas poliméricas que comprenden un material, con el objetivo
de modificar sus caracteristicas biomecanicas, otorgando resistencia a la
degradacion y mejores caracteristicas mecanicas, las cuales a su vez pueden ser
ajustadas mediante la concentracion del entrecruzante y el protocolo aplicado. El
entrecruzamiento puede dividirse ampliamente en quimico y fisico, donde el quimico
genera enlaces covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas poliméricas,
mientras que el fisco enlaza las cadenas mediante supramoleculares como los son
los puentes de hidrogeno (Gorgieva & Kokol, 2011; Oryan et al., 2018; Hu et al.,
2019).

Ambos, el acido hialurénico y la gelatina mejoran su resistencia al ser entrecruzados
ya sea individual o conjuntamente, extendiendo su tiempo funcional en un ambiente
fisiologico (Borzacchiello et al., 2015; Chato et al., 2018). Un entrecruzante quimico
ampliamente usado que fortalece los materiales sin generar citotoxicidad es el
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (Hu et al., 2019).

8.1. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida.

El EDC es un entrecruzante quimico, el cual es una carbodiimida soluble en agua
con la capacidad de formar enlaces amida entre los grupos carboxilo y amida de las
cadenas poliméricas (Fig. 17), formado en el proceso urea como subproducto, que

aunque presenta propiedades citotoxicas, es soluble en agua y puede ser retirada
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con facilidad mediante lavados con agua destilada (Gorgieva & Kokol, 2011; Oryan
et al., 2018).

Gly-Gly

Figura 17 - Entrecruzamiento de gelatina y acido hialurénico mediado por EDC ( Modificado de: Jarquin, 2016 y Entrecruzador

EDC PierceTM, 2020).

El EDC ha sido ampliamente usado para mejorar la estabilidad de distintos
materiales, incluidos compuestos de gelatina y acido hialurénico donde se ha
observado que con distintas concentraciones de EDC es posible modular la forma y
concentracion de los poros, asi como la capacidad del andamio de absorber agua y
aumentar su resistencia mecanica. La densidad de poros y la cantidad de agua
atraida por el andamio disminuyen con el aumento del entrecruzante mientras que la

resistencia mecanica aumenta (Zhang et al., 2011; Zhou et al., 2013).

Antecedentes.

En 2004 Hong et al., observd la biocompatibilidad de esponjas tridimensionales
formadas por gelatina y acido hialurénico entrecruzadas con EDC en el tejido

subcutaneo de ratas, estudiando la respuesta inmune e histoldgica generada por el
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andamio encontrando que este tenia la capacidad de reclutar el sistema inmune

formando una respuesta inflamatoria prolongada no croénica.

En 2011 Zhang et al., generé andamios porosos tridimensionales de gelatina-acido
hialurénico, a distintas concentraciones, liofilizados y entrecruzados con EDC,
estudiando su degradacion, citotoxicidad y capacidad de absorber agua.
Demostrando que la capacidad de absorber agua y su resistencia a la degradacion
aumentaban con la concentracion de acido hialuronico, la resistencia a la
degradacion ambos in vitro e in vivo era mayor cuando el andamio se encontraba
entrecruzado, lo cual no generaba ninguna citotoxicidad extra, permitiendo el

crecimiento celular.

En 2014, Arellano caracteriz6 el efecto de distintas concentraciones de EDC sobre
andamios porosos tridimensionales de gelatina-acido hialurénico liofilizados,
sugiriendo que una concentracion de 50mM de EDC era ideal para la construccion

de los andamios.

En 2017, Jarquin identifico la capacidad de un andamio poroso tridimensional de
gelatina-acido hialuronico liofilizado de ser cargado con microesferas conteniendo

BMP-2 y VEGF como moduladores de la respuesta del organismo al material.

Justificacion.

El melanoma es un tipo de cancer cutaneo que presenta una alta mortalidad en
estadios avanzados asi como una creciente incidencia global. El tratamiento
estandar actual no es 100% efectivo y frecuentemente presenta reincidencias. Para
mejorar la expectativa de vida de los pacientes afectados, se han explorado otras
alternativas de tratamiento. Una de ellas es la inmunoterapia que se centra en
estimular el sistema inmunoldgico del paciente para que ataque al tumor, este tipo
de terapia se puede llevar a cabo mediante el uso de biomateriales. El uso de la
gelatina y el acido hialuronico, puede permitir la construccion de un andamio

entrecruzado, que estimule el sistema inmunolégico, donde el acido hialurénico
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puede ser reconocido como DAMP, mientras que la gelatina proporciona sitios de
adhesion RGD. Asi las células del sistema inmune podrian reconocer y colonizar el
andamio, generando un microambiente proinflamatorio el cual estimulara a una
mayora cantidad de células del sistema inmune que de esta manera podrian atacar

a tumores y disminuir su crecimiento.

Hipotesis.

Si al implantar un andamio de Ge/HA en ratones con melanoma inducido, este
puede ser reconocido, reclutar y activar células inmunes, estas generan un

microambiente el cual disminuira el crecimiento tumoral.

Objetivo.

Evaluar el efecto terapéutico de la implantacion subdérmica de un andamio de

Ge/HA en ratones C57BL/6 con melanoma inducido.

Objetivos particulares.

En andamios de Ge/HA:

e Evaluar la citotoxicidad del andamio de Ge/HA en cultivos in vitro.

e Evaluar la capacidad del andamio de Ge/HA de liberar una carga proteica.

e Implantar el andamio Gel/Ha subcutaneamente en ratones C57BL/6 y evaluar
las poblaciones celulares de linfocitos dentro del andamio implantado a
distintos tiempos (12h, 3 dias, 7 dias y 14 dias).

e Evaluar la degradacién del andamio de Ge/Ha in vivo.

e Implantar el andamio Gel/Ha subcutaneamente en ratones C57BL/6 con
melanoma inducido.

e Comparar la tasa de crecimiento tumoral en presencia o ausencia del

andamio.
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Método.
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Figura 18: Diagrama del método.

Material biolégico.

Se utilizaron 32 ratones adultos macho de la linea C57BL/6, con los cuales se
formaron cuatro grupos: (A) grupo sham, a los cuales se les realizé una incision y
sutura (2 ratones); (B) grupo control/melanoma, que se inocularon con 60,000
células de la linea de melanoma B16-F10 (10 ratones); (C) grupo Ge/HA (andamio
gelatina/acido hialurénico), a los cuales se les colocdé de forma subdérmica un
andamio de Ge/HA estéril de 0.005g (10 ratones) y (D) grupo melanoma Ge/HA, que
se inocularon con 60,000 células de la linea de melanoma B16-F10 (The American

Type Culture Collection, USA) y posterior a ocho dias se trataron con los andamios
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de Ge/HA (10 ratones). Registrando el crecimiento tumoral, sobrevida y analisis

histopatoldgico para todos los grupos.

Fabricacion del andamio.

Se generaron andamios tridimensionales esponjosos, de Ge/HA, andamios de
Ge/HA suplementados con 1.25 ug de albumina (Ge/HA/alb), y andamios de Ge/HA
con 1.25 ug de albumina afadido en un volumen extra de 200 ul de agua
(Ge/HA/alb/H,0). Los andamios con albumina se utilizaron para determinar la

capacidad del andamio de liberar proteinas.

Los andamios de Ge/HA se fabricaron modificando el método de Arellano, 2014. En
agua bidestilada se generd una solucion de gelatina al 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) y de acido hialurénico al 1% (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA), en
agitaciéon constante durante 30 minutos a 56°C, hasta que la gelatina y acido
hialurénico estuvieron disueltos. En tubos de microcentrifuga se colocaron 800ul de
la soluciodn, los que fueron centrifugados en la microcentrifuga para retirar burbujas y
a continuacion fueron congelados a -20°C durante 24 horas. Los tubos entonces se
liofilizarén durante 10 horas a -91°C y a 0.036 mBar de presion atmosférica
generando el andamio so6lido. Posteriormente, para entrecruzar los componentes del
andamio estos fueron sumergidos en una disolucion 50 mM de EDC
(N-(3-dimetilaminopropil))-N-etilcarbodiimida) (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA)
en etanol al 96%, durante 24 horas a 4°C. Los andamios se Iavaron'6 veces con
agua bidestilada para retirar el subproducto de la reaccion, iso-urea, finalizando con
una nueva liofilizacion bajo las condiciones previamente establecidas, durante 12
horas.

En el caso de los andamios Ge/HA/alb, durante la agitacién de la solucién de
gelatina y acido hialurénico se afiadié 1.25 ug de albumina. Mientras que para los
andamios Ge/HA/alb/H:O un volumen adicional de 200 pl de agua bidestilada
conteniendo 1.25 pg de albumina se colocé en cada tubo de microcentrifuga,

mezclando en la solucion de Ge/Ha con apoyo de la jeringa.
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Cultivo de células dendriticas derivadas de médula 6sea.

La obtencidn de células dendriticas se llevd a cabo siguiendo el método de Bucio,
2017. Se sacrificaron ratones C5BL/6 mediante dislocacion cervical, del ratén se
removieron las extremidades inferiores, de estas se retiraron los tejidos suaves para
obtener los fémures y tibias, que se colocaron en solucion esteril balanceada de
Hank. En condiciones estériles, los huesos fueron desinfectados mediante cuatro
lavados de tres minutos en alcohol al 70% y dos lavados de dos minutos en PBS
esteril. Posteriormente en condiciones esteriles, los huesos se colocaron en cajas
petri de 10 cm conteniendo medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (Biowest,
P0860-N10L) suplementado con 10% suero fetal bovino y 1% de antibibtico
(estreptomicina, penicilina, anfotericina beta). Las epifisis de los huesos fueron
removidas y el interior de la di&fisis fue perfundida, con medio RPMI suplementado
de la caja petri. Las células de médula 6sea obtenidas se lavaron tres veces con
PBS a 4°C y resuspendidas en 1 ml de medio RPMI suplementado. Se determind el
numero de células obtenidas usando una camara de Neubauer y azul tripano. Las
células se sembraron a una densidad de 1x10° células/ml en medio RPMI
suplementado + 20% de sobrenadante rico en GM-CSF, en botellas de cultivo de
75cm?®. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37°C, 5% CO2 y 95% humedad.
Cada tercer dia el medio 80% RPMI suplementado, 20% sobrenadante rico en

GM-CSF fue reemplazado. Las células se recolectaron el dia 10.

Obtencion de células de bazo.

Para la obtencidon de las células de bazo, ratones C57BL/6 fueron sacrificados por
dislocacion cervical, inmediatamente el bazo se disecé y lavo con PBS a 5°C.
Posteriormente, el bazo se colocod entre dos mallas de nylon con poros de 200
micras junto con PBS a 5°C. Con ayuda de un émbolo el bazo se disgregd para

separar los linfocitos del tejido conjuntivo y obtener una solucién rica en leucocitos,
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los cuales se lavaron con PBS a 5°C, se contaron y verifico su viabilidad mediante el

empleo de azul tripano.

Adhesion celular in vitro.

Para analizar si las células pueden reconocer el andamio y poblarlo, se seccionaron
los andamios en fragmentos de aproximadamente 300 - 500 micras de grosor y
aproximadamente 7 mm de didmetro, con el objetivo de poder observarlos en un
microscopio optico. Después, los fragmentos se esterilizaron durante toda la noche
con la luz UV equipada de la campana de flujo laminar (CLB-201S-04) y se
hidrataron con PBS estérii a 37°C durante 24 horas antes de su uso.
Posteriormente, en los andamios se sembraron 1x10° células dendriticas derivadas
de médula 6sea en medio RPMI y se mantuvieron en incubacion, a 37°C, 5% de
CO, y 95% de humedad, durante 24 horas. Pasado el periodo de incubacion, los
andamios se fijaron con PBS de fijacion (Paraformaldehido amortiguado al 5%) y se
tineron con hematoxilina para su observacion con un microscopio fotonico Nikon

Eclipse.

Evaluacion de citotoxicidad in vitro del andamio.

Se sembraron 1 millon de células de cultivo primario de bazo, en los fragmentos de
los andamios de Ge/HA con 0.005g de peso, previamente hidratados en PBS y
esterilizados con luz UV. Se mantuvieron en incubacion a 37°C, 5% CO, y 95% de
humedad. Después de 24 horas en cultivo, se retiraron las células del andamio, a
continuacion las células se tifieron con el colorante vital Anexina V y 7AAD (ensayo
Pacific Blue TM Annexin V Apoptosis Detection con 7-AAD). Adicionalmente otro
grupo de células de cultivo primario de bazo, cultivadas en ausencia del andamio se
tind con el colorante vital Anexina V y 7AAD. Ambos grupos fueron evaluados por
citometria de flujo mediante el citometro FACSCalibur, para determinar la

citotoxicidad inducida por el andamio. Como control positivo de células apoptéticas
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se emplearon los eritrocitos presentes en el cultivo de bazo y como control negativo

un grupo de células sin tincion.

Cultivo de células de melanoma B16-F10.

Las células B16-F10 de melanoma (The American Type Culture Collection, USA) se
cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de
antibidticos, a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad.

Induccion de melanoma.

Los grupos de ratones B (grupo control melanoma) y D (grupo melanoma Ge/HA),
se inocularon con 60,000 células B16-F10 de melanoma en la regién inguinal, 8 dias
después el andamio se implant6é via subcutanea en los ratones del grupo D. Cada
tercer dia se evalu6 el tamafio tumoral con la ayuda de un Vernier, midiendo las

dimensiones de la masa tumoral protuberante en la piel de los ratones.

Implantacion del andamio en ratones.

Para la implantacién subcutanea de los andamios de Ge/HA, los ratones se
anestesiaron con cloroformo inhalado, posteriormente, se realizé una incisién en la
piel de la region baja dorsal, insertando el andamio de Ge/HA de 0.005¢g
previamente hidratado y esterilizado. A continuacion, se cerrd la herida con un punto

de sutura de acido poliglicolico del numero 5.

Analisis histolégico.

Para el analisis histologico, se sacrificaron los ratones a distintos tiempos: 2, 4, 7 y
10 dias después de la implantacion del andamio de Ge/HA. Las regiones donde se
colocé el andamio de Ge/HA y donde se inocularon las células de melanoma

B16-F10, se disecaron y fijaron en una solucion de PBS de fijacion (PBS
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paraformaldehido amortiguado al 5%) por 24 horas. Las muestras biologicas se
procesaron con la técnica histologica convencional y se tifieron con los colorantes
hematoxilina y eosina para su subsecuente andlisis a través de un microscopio
foténico Nikon Eclipse. En el microscopio a través del programa NIS-Elements F
4.60.00 se tomaron fotomicrografias de toda el area disectada a distintos aumentos
(4x, 10x, 40x), que luego fueron procesadas en el programa de edicion de graficos
vectoriales libres de codigo abierto Inkscape para su observacion y analisis

conjunto.

Ensayo de liberacion de proteina y degradacién del andamio in vitro.

Se evalud la capacidad del andamio de liberar una carga de proteina a través de
Micro BCA Protein Assay Kit, empleando los andamios de Ge/HA, Ge/HA/alb y

Ge/HA/alb/H:20.

En resumen, se colocaron cinco fragmentos de los tres tipos de andamio con un
peso 0.005g, en placas de 96 pozos con 1ml de PBS, manteniéndolas en
condiciones de cultivo, 37°C, 5% CO, y 95% de humedad. ElI PBS fue
posteriormente retirado y almacenado a -70°C e inmediatamente reemplazado en el
pozo a distintos tiempos: 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas, 24 horas y 48
horas. Entonces se evalud la concentracion de proteina en las muestras de PBS
recolectadas a distintos tiempos. Para ello primero se generd una curva estandar de
albumina y se prepararon las cantidades necesarias de los reactivos del Micro BCA
Protein Assay Kit. Debido a que la gelatina y acido hialurénico son cuantificados
como proteina, se emplearon muestras del grupo de andamios Ge/HA para fungir
como blanco/concentracion basal de proteina, determinando la concentracién de

albumina por muestra al restar la absorbancia de los blancos a los experimentales.

Adicionalmente, la liberacion de proteinas de los andamios Ge/HA permitié observar

la degradacion del andamio en PBS.
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Resultados.
Fabricacion del andamio.

Los andamios Ge/HA obtenidos de la disolucién de gelatina al 4% y de &cido
hialurénico al 1% entrecruzados con EDC 50 mM, presentaron una apariencia
esponjosa, con una consistencia comprimible (Fig. 19) y abundantes poros,
formados de fibras interconectadas gruesas y delgadas con conexién al exterior
(Fig. 19-E).

Figura 19: Foto de andamios Ge/HA producto completado y fotomicrografias del andamio tefiido con
hematoxilina. (A) andamio de Ge/Ha completo, (B) fragmento del andamio de 0.005g de peso, (C) poros del
andamio observados a 4x, (D) poros de la seccion central del andamio observado a 10x, (E) poros de la seccion

periférica del andamio observado a 40x.

Adhesion y viabilidad celular.

La adhesion celular en el andamio de Ge/HA, se estudi® mediante el cultivo de
células dendriticas derivadas de médula ésea, sobre el andamio durante 24 horas.
Al observar los andamios en el microscopio fotdnico, se corroboro la presencia de

células dendriticas en la totalidad del andamio y generalmente siguiendo el contorno
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del poro lo que se puede interpretar como que estan adheridas a las paredes del

andamio (Fig. 20).
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Figura 20: Poros del andamio de Ge/Ha después de 24 horas de ser cargado con células dendriticas, tefiidas
con hematoxilina y observado a distintos aumentos. (A) poros del andamio observado a 4x donde es posible
apreciar células, (B) poros del andamio observados a 10x con células adheridas dentro de los poros, (C) poros
del andamio observado a 40x, (*) células dendriticas dentro y adheridas a la pared del poro.

Con el objetivo de evaluar si el andamio es citotoxico se realizo el ensayo de 7-AAD
y Anexina V, el cual se basa en el uso de un colorante (7AAD), para verificar la
integridad de la membrana plasmatica, y una molécula relacionada con la deteccion
de apoptosis (Anexina V). Para el estudio, se cultivaron esplenocitos en el andamio
de Ge/HA durante 24 horas. Los resultados representativos del ensayo, se observan
en la figura 21. En 21-A se muestra el control negativo, donde las células no fueron
marcadas con 7-AAD ni con Anexina V. En la figura 20-B, se observa el control
positivo de muerte celular formada por el cultivo de esplenocitos en medio de cultivo
durante 24 horas, se observan cuatro poblaciones de células: viables (Fig. 21-B-+)
negativas para Anexina V y 7AAD; apoptoticas tempranas (Fig. 21-B-a) positivas a

Anexina V y negativas a 7AAD; necroéticas (Fig. 21-B-n) positivas para 7AAD y
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negativas a Anexina V; y con franca apoptosis y necrosis (Fig. 21-B-na), las células
positivas para la Anexina V y 7AAD. Se puede constatar como las células viables y
las células apoptdticas son las mas abundantes. Dado que se trata de una muestra
de cultivo primario de bazo, la poblacion de células apoptdticas corresponde a

eritrocitos.
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Figura 21: Ensayo de citotoxicidad. (A) control negativo sin 7ADD ni Anexina V., (B) Control positivo de muerte
empleando cultivo primario de bazo, (+) poblacién viable representada por linfocitos, (a) poblaciéon apoptética
representada por eritrocitos, (na) células con franca apoptosis, (n) células necréticas., (C) Poblacion de linfocitos
cultivados en medio de cultivo. (D) Poblacion de linfocitos cultivados con el andamio de Ge/HA.

En la figura 21-C, se muestra el control positivo de células viables, en donde se
sembraron linfocitos de bazo en medio de cultivo durante 24 horas. En rosa se
muestra el control negativo y en azul las células cultivadas durante 24 horas. Se
observa que la poblacion mas abundante es la de células viables y so6lo unas
cuantas células son apoptéticas y necroéticas. En la figura 21-D se observan las
células de bazo sembrados en el andamio de Ge/HA durante 24 horas, se muestra

un comportamiento muy similar a la figura 21-C donde la mayoria de las células son
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viables y muy pocas son células apoptéticas, indicando que el andamio no produce

citotoxicidad.

Ensayo de liberacion de proteina y degradacion del andamio.

El ensayo de liberacion de proteina permitié observar que los andamios Ge/HA/alb y
Ge/HA/alb/H,O son capaces de liberar su carga de albumina al ambiente durante su

proceso de degradacion (Fig. 22).
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Figura 22: Liberacién de proteina por los andamios Ge/HA/alb y Ge/HA/H,O sin graficar la liberacién basal de gelatina y acido
hialurénico.

Los datos también nos permitieron observar el comportamiento de degradacion del
andamio Ge/HA en PBS, el cual se degraddé de manera constante durante las 48

horas del ensayo (Fig. 23).
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Figura 23:Liberacion de proteina por andamios Ge/HA en el tiempo.

47



Analisis histolégico.

La degradacion del andamio y la respuesta del organismo al andamio se observé
hasta los 10 dias después de su implantacion en los ratones (grupo C), y se evaluo
a distintos tiempos: 2, 4, 7 y 10 dias, en el transcurso de este tiempo se aprecié una
respuesta inmune representada por la presencia de neutréfilos y macrofagos en el
andamio desde el dia 2, la cual persistié hasta el dia 10, modificando la apariencia

del andamio y el sitio de implantacion (Fig. 25 a 32).

El grupo control o sham (grupo A) consistié en colocar una pequefa sutura en la piel
dorsal de ratones C57BL/6. Se observé un ligero infiltrado alrededor de la sutura al
segundo dia después de haber aplicado la sutura (Fig. 24-A-B) y desaparecié 4 dias

después (Fig. 24-C-D).
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Figura 24: Sitio de sutura, dia 2 y 4 después de aplicarla en la piel de ratones C57BL/6. Sitio de la sutura al dia 2
observado a 10x (A) y 40x (B), (*) fragmento de sutura e (+) infiltrado inflamatorio. Sitio de la sutura al dia 4
observado a 10x (C) y 40x (D), (*) fragmento de sutura.
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Figura 25: Corte del tejido correspondiente al lugar de implantaciéon del andamio, 2 dias después de su
implantacion, conjunto de fotomicrografias a distintos aumentos 4x, 10x y 40x. (A) Zona que ocupa el andamio
implantado en el tejido. (B) Fibras de andamio colonizadas por células. (C) Epidermis y dermis. (D) Hipodermis,
panniculus carnosus. (E) Tejido conjuntivo, capa de tejido muerto y la formacion de una capsula que rodea a la

cavidad en donde se localiz6 el andamio.
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Desde el segundo dia después de la implantacién, se observo infiltrado inflamatorio
en el espacio que ocupaba el andamio (Fig. 25-A), particularmente entre las fibras
que lo formaban (Fig. 25-B). La epidermis y dermis (Fig. 25-C) no mostraron dafios.
En la hipodermis (Fig. 25-D) se encontré infiltrado inflamatorio, asi como en la capa
de tejido conjuntivo, donde es mas abundante (Fig. 25-E). También se encontré una
zona con abundantes células necroticas y tejido conjuntivo que formaron una

pseudocapsula alrededor de la cavidad que contenia al andamio (Fig. 26-F-G).

Figura 26: Seccion de piel 2 dias después de haberse implantado el andamio de Ge/HA, conjunto de
fotomicrografias a 40x. (A) Epidermis y dermis. (B) Hipodermis. (C) Eritrocitos y leucocitos en la hipodermis. (D)
Panniculus carnosus. (E) Tejido conjuntivo. (F) Seccion de tejido muerto. (G) Pseudocapsula de tejido conjuntivo

y (H) fibras del andamio pobladas por leucocitos.

En el caso de la epidermis y dermis (Fig. 25-C y Fig. 26-A), el epitelio se encontré
normal, asi como el tejido conjuntivo que forma la dermis. En la hipodermis (Fig.
26-B) se constatd la presencia de multiples neutréfilos y eritrocitos (Fig. 26-C),
posiblemente resultado de la cirugia. Los ratones poseen una capa de musculo
esquelético (Fig. 26-D) justo por debajo de la hipodermis llamada Panniculus
carnosus, la cual no mostré cambios a este punto de la exposicion al andamio.
Enseguida, del musculo se encuentra tejido conjuntivo laxo con multiples neutréfilos
y algunos eritrocitos (Fig. 26-E), a continuacién se puede ver una zona acidofila
formada por tejido conjuntivo laxo (Fig. 26-F), junto con una region rica en
neutréfilos y fibras de tejido conjuntivo posiblemente fibrina (Fig. 26-G) que en
conjunto forman la pseudocapsula que rodea al andamio (Fig. 26-F-G). Finalmente,
junto a la pseudocapsula de tejido conjuntivo, se distinguié la aglomeraciéon de
multiples neutrofilos que estan en contacto con los restos del andamio y fibras de

apariencia basofila que posiblemente corresponda al andamio de Ge/HA (Fig. 26-H).
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Figura 27: Extension de tejido correspondiente al lugar de implantacion del andamio, 4 dias después de su
implantacion, conjunto de fotomicrografias a distintos aumentos 4x, 10x y 40x. (A) Zona que ocupa el andamio
implantado en el tejido. (B) Fibras del andamio colonizadas por células. (C) Epidermis y dermis. (D) Hipodermis,
panniculus carnosus. (E) Tejido conjuntivo, region de tejido necrético y pseudocapsula que rodea a la cavidad en
donde se encuentra el andamio.
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Cuatro dias después de la implantacién del andamio, fue posible distinguir un mayor
infiltrado inflamatorio en las fibras del andamio (Fig. 27-B), ademas la
pseudocapsula que rodea la cavidad en donde se encuentra el andamio sufrié un
engrosamiento (Fig. 27-E). La epidermis y la dermis no mostraron cambios
aparentes (Fig. 28-A). Mientras que en las regiones, correspondiente a la
hipodermis (Fig. 28-B), panniculus carnosus (Fig. 28-C) y tejido conjuntivo (Fig.
28-D), se pudo observar la persistencia y el incremento en la densidad celular,
principalmente de neutréfilos y fibroblastos, junto con la desaparicién de los signos

de hemorragia apreciables en el dia 2 (Fig. 26-C y E).

Figura 28: Seccion de piel 4 dias después de haberse implantado el andamio conjunto de fotomicrografias 40x.
(A) Epidermis y dermis. (B) Hipodermis. (C) Panniculus carnosus. (D) Tejido conjuntivo. (E) Seccion de tejido
necrotico. (F) Pseudocapsula de tejido conjuntivo. (G) Fibras del andamio pobladas por leucocitos.

En esta etapa también es evidente la presencia de una pseudocapsula formada por
tejido conjuntivo y células muertas (Fig. 28-E) junto a una aglomeracion de
neutroéfilos y fibras de tejido conjuntivo (Fig. 28-F), mas grande que la observada al
dia 2 después de haberse colocado el andamio (Fig. 26-F y G). Al igual que en el
dia 2, el andamio se observé completamente rodeado por la pseudocapsula de
tejido conjuntivo (Fig. 27-A) y con una mayor cantidad de células fagociticas, como

neutréfilos y macrofagos asociadas a las fibras del andamio de Ge/HA (Fig. 28-G).
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Figura 29: Extension de tejido correspondiente al lugar de implantacion del andamio, 7 dias después de su
implantacion, conjunto de fotomicrografias a distintos aumentos 4x, 10x y 40x. (A) Zona que ocupa el andamio
implantado en el tejido. (B) Area con células muertas dentro del andamio. (C) Fibras del andamio colonizadas

por células. (D) Epidermis y dermis. (E) Hipodermis y panniculus carnosus. (F) Tejido conjuntivo y region de
tejido necrético y (G) pseudocapsula que rodea a la cavidad en donde se encontraba el andamio.
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En el séptimo dia después de la implantacién del andamio se destaca la continua
presencia de infiltrado celular (Fig. 29-C) asi como crecientes areas de muerte
celular (Fig. 29-B). Al igual que los dias 2 y 4, la epidermis y dermis (Fig. 30- A) se
muestran sin cambios aparentes. Cabe sefalar una menor presencia de infiltrado
inflamatorio en la hipodermis, panniculus carnosus (Fig. 30-B) y tejido conjuntivo
(Fig. 30-C) en comparacion con los dias 2 y 4 después de haber sido implantado el

andamio.

Figura 30: Seccioén de piel 7 dias después de haberse implantado el andamio, conjunto de fotomicrografias a
40x. (A) Epidermis y dermis. (B) Hipodermis. (C) Tejido conjuntivo. (D) Seccion de tejido necrético y (E) fibras del
andamio pobladas por leucocitos.

Asimismo, la region caracterizada por la presencia de células muertas es menor que
la observada a los 2 y 4 dias (Fig. 30-D), aunque sigue presente la pseudocapsula
de tejido conjuntivo alrededor del andamio, no se observan los residuos de fibrina
presentes en el dia 4 después de haber sido colocado el andamio (Fig. 28-F y Fig.
30-D). En las fibras del andamio destaca la presencia de infiltrado inflamatorio,
formado por neutréfilos y macréfagos, cada vez mas abundante entre sus poros,

junto con abundantes restos celulares (Fig. 30-E).
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Figura 31: Extensién de tejido correspondiente al lugar de implantacion del andamio, 10 dias después de su
implantacion, conjunto de fotomicrografias a distintos aumentos 4x, 10x y 40x. (A) Zona que ocupa el andamio
implantado en el tejido. (B) Fibras del andamio colonizadas por células. (C) Area con células muertas dentro del
andamio. (D) Epidermis y dermis. (E) Hipodermis y panniculus carnosus. (F) tejido conjuntivo y pseudocapsula.
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Para el décimo dia después de la implantacion, la epidermis y dermis (Fig. 31-D)
persistieron sin afectaciones, las fibras del andamio eran visibles y se encontraban
aun rodeadas por la pseudocapsula de tejido conjuntivo (Fig. 31-A), sin embargo
ésta se encontraba considerablemente reducida (Fig. 31-F). También se observé un
reducido infiltrado inflamatorio desde la epidermis hasta la pseudocapsula de tejido
conjuntivo (Fig. 32-B y C). Tampoco fue posible apreciar las fibras de fibrina, ni una
extension considerable de tejido muerto (Fig. 32-C). Por otro lado, cabe destacar la
presencia de cumulos de células muertas en el interior del andamio (Fig. 31-C y Fig.
32-E), asi como infiltrado inflamatorio compuesto por neutrofilos y macréfagos (Fig.
32-D). Parte del andamio desaparecid, pero permanecieron remanentes,
principalmente en la periferia junto a la pseudocapsula de tejido conjuntivo y en la

region central del andamio.

Figura 32: Seccién de piel 10 dias después de haberse implantado el andamio, conjunto de fotomicrografias a
40x. A) Epidermis y dermis. (B) Hipodermis. (C) Tejido conjuntivo. (D) Fibras del andamio colonizadas por
células. (E) Area con células muertas dentro del andamio y (F) fibras del andamio.

Crecimiento tumoral y analisis histolégico del estroma tumoral.

El tamafio tumoral junto con su tasa de crecimiento (Fig. 33) se encontrd
considerablemente reducido en ratones tratados con el andamio de Ge/HA (grupo

D), en comparacion con ratones con melanoma sin tratamiento (grupo B).
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Figura 33: Grafica de crecimiento tumoral de ratones con melanoma sin tratamiento o tratados con el andamio
de Ge/HA.

En las preparaciones histolégicas de tumores es clara la diferencia en el tamario del
estroma tumoral entre los ratones tratados con el andamio (Fig. 34) y los ratones

con melanoma sin tratamiento (Fig. 35).

Figura 34: Fotomicrografias del estroma tumoral de ratones tratados con el andamio de Ge/HA. Hy E. A- 4X , B-
10Xy C- 40X.
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Los ratones tratados con el andamio de Ge/HA mostraron tumores reducidos y
limitados a la hipodermis (Fig. 34), mientras que ratones con melanoma que no
recibieron un tratamiento, mostraron un estroma mucho mas grande caracterizado
por la presencia de abundantes células epiteliodes baséfilas rodeando multiples

vasos sanguineos (Fig. 35).

Figura 35: Fotomicrografias del estroma tumoral de ratones sin tratamiento. H y E. A- 4X, B 10X y C- 40X.

Discusion.

En la presente investigacion se propuso el uso de un andamio de Ge/HA para
emplearse como tratamiento contra el melanoma murino. Se constaté que el
andamio no es toxico en esplenocitos y puede degradarse de forma continua de
acuerdo a estudios in vivo e in vitro. Es de notar que el andamio fue capaz de
disminuir la tasa de crecimiento tumoral en ratones con melanoma. Es posible que
la disminucién del tamafo tumoral se haya debido a la migracion de leucocitos,
principalmente neutréfilos y macrofagos, atraidos por el andamio. EI andamio de
Ge/HA demostré la capacidad de generar una respuesta inmune sostenida, al

menos durante los diez dias observados, mediante el reclutamiento de células del
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sistema inmune a su interior, sin presentar una respuesta citotoxica aparente. La
respuesta inmune estimulada por el andamio parece disminuir el tamafo tumoral en
el tiempo. La capacidad de estimular el sistema inmune puede estar relacionada con
la liberacion constante de las proteinas de gelatina y acido hialurénico por parte del
andamio, las cuales son las encargadas de reclutar células al interior del andamio.
Las células a su vez producen moléculas proinflamatorias capaces de generar un

microambiente proinflamatorio que modula positivamente el sistema inmune.

Los componentes del andamio, el acido hialurénico y la gelatina, pueden
individualmente fomentar la viabilidad celular al presentar sehales de
reconocimiento nativas de la matriz extracelular (Camci-Unal et al. 2013; Chato et al.
2018), sin embargo es de denotar que su uso conjunto genera un material con
caracteristicas superiores a sus componentes, ambos aumentando la cantidad de
sefales de reconocimiento junto con caracteristicas mecanicas que lo adecuan a su
implantacion a un ambiente fisioldgico. Asi, en 2014 Shabafrooz et al., encontré que
la adicion de acido hialuronico en la construccion de andamios de gelatina-colageno
aumentd su biofuncionalidad, promoviendo el incremento en la migraciéon de las
células al interior del andamio y en la viabilidad celular. En el caso de nuestro
andamio, sus componentes, particularmente el acido hialurénico, facilité la retencién
de liquidos y nutrientes que promovieron la migracion, entrada y establecimiento de
diversas poblaciones celulares (Vasilescu et al., 2011; Arellano, 2014). El método de
fabricacion de nuestro andamio, por liofilizacién, también es relevante, dado que
durante el proceso de congelacién, la formacién de cristales de agua generan poros
interconectados, que por medio de la liofilizacién la cual retira el agua de los
andamios manteniendo los poros en la estructura del andamio. Nuestro andamio se
caracterizd por presentar abundantes poros, los cuales fomentaron el
establecimiento celular junto con la circulacion de oxigeno y nutrientes (Lien et al.,
2009; Vasilescu et al., 2011), hecho que ha sido constatado por Lien et al en 2009,
cuando observo que la cantidad y tamafo de los poros en un andamio de gelatina

estd intimamente relacionado con la proliferacion celular y la produccion de la
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matriz, ademas de incrementar la capacidad del andamio para contener agua dentro

de su estructura.

La alta capacidad de ambos las gelatina y el acido hialurénico de interactuar con el
agua en combinacion con su solubilidad en la misma, los hace susceptibles a la
degradacion, por ello es necesario el uso de agentes entrecruzantes como el EDC,
el cual, promueve resistencia a la degradacion, manteniendo en el andamio la
capacidad de recibir el establecimiento celular y la carencia de citotoxicidad
generada por el andamio (Choi et al., 1999; Zhang et al., 2011; Arellano. 2014,
Jarquin. 2016). En nuestro trabajo, se constatdo que el andamio de Ge/HA podia
observarse diez dias después de haberse insertado en la dermis de ratones con
melanoma, por lo que el entrecruzamiento con EDC logré que los componentes del
andamio se liberaran poco a poco. Con base en lo anterior, la gelatina y el acido
hialurénico, otorgaron al andamio una buena compatibilidad biolégica, dado que en
el caso de la gelatina, contiene sitios de unidén RGD, que son secuencias de
tripéptidos (arginina/glicina/acido aspartico) que regulan la adhesién de las células a
la matriz extracelular principalmente a través de integrinas (Lien et al., 2009;
Ruoslahti, 1996). Adicionalmente, las células son capaces de reconocer al acido
hialurénico mediante una variedad de receptores entre los cuales destacan CD44,
TLR4 y RHAMM, que estan presentes en la mayoria de las células murinas y
humanas, promoviendo la activacion de la respuesta inmune innata al interaccionar
con formas especificas del acido hialurénico, particularmente fragmentos de peso
bajo molecular, los cuales pueden formarse durante la degradacion del acido
hialurénico (Jiang et al., 2011; Litwiniuk et al. 2016); fendbmeno que ha sido
estudiado y reportado por diversos autores entre ellos, Alaniz et al en 2011 quien
encontré que al exponer células dendriticas a fragmentos de bajo peso molecular de
acido hialurénico, se generaba la maduracion y activacion de estas células junto con
el incremento de citocinas proinflamatorias como IL-12 e IL-11. Es a partir de esto,
que podriamos asumir que el infiltrado inmune encontrado dos dias después de
haber colocado el andamio, esta relacionado con una respuesta inflamatoria aguda
generada por la incision e implantacién del andamio, lo cual también concuerda con

lo encontrado por Hong et al. 2004, quien realizé estudios similares en ratas usando
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andamios compuestos de gelatina y acido hialurénico. Asimismo, podemos inferir
que el subsecuente infiltrado inflamatorio y su prevalencia se debe a la liberacion de
moléculas por la degradacién del andamio, ya que para el dia cuatro post
implantacion, el infiltrado celular prevalecié y aumentd, observandose un continuo
reclutamiento de leucocitos al andamio, por lo que también es posible que el
andamio haya inducido la produccion de citocinas proinflamatorias por estos
leucocitos. En el caso del séptimo dia post implantacion del andamio, el infiltrado
celular comenzd a disminuir, probablemente debido a la pérdida en concentracion
del acido hialurénico. Ademas, junto con ello se observaron regiones de células
necroticas formadas por los remanentes de leucocitos que migraron los primeros
dias después de implantado el andamio, junto con regiones de infiltrado inflamatorio
viable compuesto principalmente de macrofagos y neutréfilos, indicativo de varios
fendmenos: células previamente establecidas en combinacion con la presencia de
células vivas sugiriendo un recambio en el infiltrado celular, la prevalencia del
reclutamiento celular y la continua produccién de citocinas pro inflamatorias. Para el
dia diez post implantacion, aun fue posible observar fragmentos del andamio, las
secciones de muerte celular aumentaron, y el infiltrado celular que aunque persiste,
disminuy6 en concentracion. Es de destacar que la persistencia del infiltrado y la
presencia de fragmentos del andamio diez dias después de haber sido implantado,
sefialan que el andamio fue capaz de estimular al sistema inmune hasta por 10 dias
sin concluir su efecto y degradacién; manteniendo una respuesta inmunolégica

innata, y donde muy probablemente se liberaron multiples citocinas proinflamatorias.

Los principales leucocitos reclutados por el andamio fueron neutrdfilos, los cuales en
contacto con fragmentos del andamio, particularmente de acido hialurénico, es
posible que lo hayan detectado como sefial de dafio mediante CD44 y TLR2 y 4, lo
cual iniciaria la migracion de neutrdéfilos al andamio (Jiang et al., 2011), ademas de
la produccidon de citocinas pro inflamatorias como IL-8, IFN-gamma, G-CSF, asi
como las quimiocinas CC, relacionando a los neutréfilos con el reclutamiento de
células naturales asesinas, células dendriticas y principalmente macréfagos. Estos
ultimos fueron el segundo grupo celular mas abundante dentro del andamio y su

presencia en un ambiente proinflamatorio, generado por las sefales del andamio y
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las moléculas proinflamatorias de los neutroéfilos, los predispone a liberar TNF-alfa,
G-CSF, GM-CSF, induciendo la activacion de mas neutrofilos, asi como la inhibicion
en la apoptosis de los leucocitos (Selders et al., 2017). Al mismo tiempo, los
macréfagos al haber reconocido al andamio, es posible que generaran IL-1, IL-6,
IL-12, quimioquinas, especies reactivas de oxigeno, peroxido de hidrogeno y 6xido
nitrico aumentando al microambiente proinflamatorio en el andamio (Cruvinel et al.,
2010). Es este microambiente inflamatorio generado a partir del reconocimiento del
acido hialurénico como sefiales de dafo, el cual inicia una respuesta inmune que
fue capaz de reducir la progresion tumoral y aumentar la sobrevida en los ratones
con melanoma tratados con el andamio, nuestro grupo experimental (grupo D). Este
tipo de fenomeno, también fue observado en el trabajo de Ali et al en 2009, quien
fabricd un material capaz de programar células dendriticas in situ mediante el uso
de antigenos tumorales, GM-CSF y secuencias de DNA bacteriano, obteniendo
resultados similares a los nuestros. La principal diferencia con el trabajo realizado
por Ali, es que nuestro andamio no necesitd de ninguna molécula adicional para
generar una respuesta inmune. Por otro lado, Alaniz et al. en 2011 estudio el efecto
de células dendriticas cargadas con lisado tumoral y tratadas con acido hialurénico
de bajo peso molecular en cancer colorrectal, encontrando que el acido hialurénico
aumentd las capacidades de migracion y de inmunidad en células dendriticas y
células T. El hecho de que en ese estudio se haya empleado acido hialurénico es
muy importante, dado que en el presente trabajo, el sitio en donde se implanto el
andamio contiene células dendriticas residentes que bien pudieron madurar in situ al
entrar en contacto el andamio, ya sea por el reconocimiento de los fragmentos de
acido hialurénico o su reclutamiento por senales proinflamatorias producidas por los
leucocitos en el andamio. Por lo que es muy probable que ademas de los neutréfilos
y macrofagos observados, también las células dendriticas residentes hayan sido
estimuladas; lo que nos lleva a considerar una activacion completa del sistema
inmune, ya que las células dendriticas son las principales células implicadas en la
activacion de linfocitos T.

La respuesta inmune inducida por el andamio se reflejé en la tasa de crecimiento

tumoral y en el analisis histologico de los tumores de los ratones con melanoma. En
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el caso del crecimiento tumoral, este fue mucho menor en los ratones tratados con
el andamio que los ratones con melanoma sin tratamiento, mientras que los cortes
histologicos del estroma tumoral de los ratones tratados con el andamio
presentaban caracteristicas como una baja cantidad de células tumorales y vastas
areas de tejido necrético, una tincidn aciddfila, indicativo de muerte celular, cosa que
concuerda con el estudio de Thambi, et al. en 2019 quien generd un gel inyectable
de acido hialurénico cargado con sustancias activas capaces de eliminar cancer y
estudio el efecto en la histologia de los tumores entre otras variables. Asi, nuestros
resultados indican que el andamio fabricado de gelatina y acido hialurénico es capaz
de generar un microambiente proinflamatorio que activa el sistema inmune
generando una respuesta antitumoral, sin la necesidad de estar cargado con

moléculas bioactivas adicionales.

Conclusion.

El presente estudio demostr6 que un andamio liofilizado de gelatina y acido
hialurénico tiene la capacidad de reclutar leucocitos y activar el sistema inmune
actuando como un inmunoestimulador no especifico durante al menos diez dias,
evitando una reaccion de rechazo citotoxica en el individuo y reduciendo el
crecimiento tumoral. El andamio demuestra potencial para ser cargado con citocinas

adyuvantes, farmacos o antigenos para mejorar su eficacia.
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