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Resumen 

El melanoma es un tipo de cáncer de piel que surge de la transformación de los melanocitos, es el 

tipo de cáncer menos común, pero con mayor mortalidad. Existen diversos tratamientos, dentro de 

los más novedosos se encuentra la inmunoterapia cuyo objetivo es mejorar o reactivar la respuesta 

inmunológica del individuo para que pueda producirse una respuesta contra el tumor mediada por 

las células del sistema inmunológico innato y adaptativo, sin embargo la duración de los elementos 

de la terapia puede ser poco eficiente, por lo que el uso de biomateriales permite una liberación 

prolongada de los elementos, la gelatina y el ácido hialurónico (HA) favorecen la migración celular 

y el desarrollo de un ambiente proinflamatorio que promueve una respuesta inmune. Se han 

estudiado andamios de Ge/HA para el tratamiento del melanoma donde se encontró reclutamiento 

de leucocitos, incluidos linfocitos T, células relevantes en el desarrollo de una respuesta 

antitumoral exitosa. La activación de los linfocitos T depende de las células presentadoras de 

antígenos, que primero reconocen los PAMP como los CpG y los antígenos asociados a tumores 

como lo es MAGE. Con base en ello, el objetivo del trabajo fue analizar el efecto de hidrogeles 

inyectables de Ge/HA acoplados a CpGs y MAGE-A5 en los linfocitos T en un modelo murino de 

melanoma. Para lo cual, se elaboraron andamios de Ge/HA, Ge/HA/MAGE-A5, Ge/HA/CpGs y 

Ge/HA/MAGE/CpGs, los cuales se cortaron en fragmentos y se hidrataron con PBS para la 

elaboración de hidrogeles. Los andamios se analizaron in vitro mediante el cultivo con esplenocitos 

de ratones previamente expuestos a melanoma, los esplenocitos se analizaron mediante citometría 

de flujo para la identificación de linfocitos colaboradores (CD3+CD4+) y citotóxicos (CD3+CD8+). 

Posteriormente para los experimentos in vivo, se evaluo la proliferación y activación de linfocitos 

CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en bazo y ganglio de ratones C57BL/6 mediante citometría de flujo 

posterior a la inyección de los hidrogeles a la semana 1 y 3.  Además, para evaluar el efecto de los 
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hidrogeles se inocularon 60,000 células de melanoma en ratones C57BL/6 posterior a la inyección 

de los hidrogeles evaluando el crecimiento tumoral y la histología del estroma tumoral. Dentro de 

los resultados in vitro se obtuvo una proliferación alrededor del 60% de células CD3+CD4+ sin 

mostrar diferencias significativas entre grupos y una variación del 30% siendo el máximo 40% en 

linfocitos CD3+CD8+. Por su parte, en los experimentos in vivo en las células de ganglio se obtuvo 

un aumento de alrededor del 20% en la activación en linfocitos Th sin mostrar diferencias entre 

tratamientos, además de una proliferación del 15% de linfocitos Tc sin diferencias entre grupos. 

Por su parte, los esplenocitos mostraron un porcentaje de alrededor del 40% de linfocitos Th, 

mostrando un aumento del 40% para la tercera semana, sin mostrar una diferencia significativa 

entre grupos, mientras que los linfocitos Tc mostraron alrededor del 10% para la primera semana 

y un incremento al 20% para la tercera semana. En cuanto al crecimiento tumoral se pudo observar 

un crecimiento tumoral reducido en el tratamiento con CpGs, lo cual es coicidente con lo observado 

en el estroma tumoral donde fue el grupo donde se observó mayor zona de muerte celular. Los 

resultados obtenidos mostraron que el hidrogel posee propiedades inmunogénicas favoreciendo la 

proliferación y activación de los linfocitos CD4+ y CD8+ y al ser acoplado a una de las moléculas 

coestimulatorias principalmente CpGs incrementa la respuesta generada con respecto al hidrogel 

de Ge/HA solo, mostrando que la unión y liberación de los adyuvantes fue adecuada.  
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Marco teórico 

1. Piel 

La piel es el órgano más extenso del cuerpo, de acuerdo con Ross y Pawlina (2018) constituye del 

15% hasta el 20% del peso total del individuo y se divide en dos estratos epidermis y dermis. Sus 

funciones principales son de protección y barrera contra agentes físicos, químicos y biológicos por 

su capa queratinizada, termorregulación, monitoreo del medio externo con receptores como las 

células de Merkel y obtención de información inmunológica mediante las células de Langerhans 

(Gartner L. P. 2017).  

Dependiendo de la región del cuerpo, la piel puede estar expuesta a distintos niveles de fricción, lo 

cual genera diferencias en el grosor de la epidermis (Ross M. H. y Pawlina W. 2018). 

Histológicamente, la piel se puede dividir con base en el grosor de la epidermis: se considera piel 

gruesa cuando el grosor es mayor a 0.5mm y piel delgada cuyo grosor va entre 0.1 y 0.15mm. 

(Gartner L.P. 2017).  

1.1 Epidermis  

La epidermis es un derivado del ectodermo compuesta por un epitelio escamoso queratinizado que 

se divide en 4 ó 5 capas o estratos en la piel delgada y gruesa respectivamente, los cuales son estrato 

basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato lúcido y estrato córneo siendo el estrato lúcido el 

que está presente en piel gruesa (Ross M. H. y Pawlina W. 2018).  

El estrato basal es la región más profunda de la epidermis, está compuesta por una capa de células 

madre de los queratinocitos con alta actividad mitótica, y unidos a la lámina basal mediante 

hemidesmosomas. Este estrato también contiene melanocitos que se encargan de producir melanina 

y donarla a los queratinocitos por secreción citócrina en el estrato espinoso, además se encuentran 
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también las células de Merkel, encargadas de las percepciones sensoriales (Ross M. H. y Pawlina 

W. 2018; Carneiro, J., y Junqueira, L. C. U. 2022).  

El estrato espinoso es la región más gruesa del epitelio, formada de queratinocitos con filamentos 

de queratina en su citoplasma y prolongaciones citoplasmáticas unidas por desmosomas a otras 

células. Contiene la mayor concentración de células de Langerhans que se encargan de la 

presentación de antígenos en la respuesta inmune. Este estrato presenta actividad mitótica y junto 

con el estrato basal se encarga de la migración continua de células para la renovación (Gartner L. 

P. 2017; Lowe, J. S., et al. 2015; Ross M. H. y Pawlina W. 2018).  

El estrato granuloso es la última región no queratinizada de la epidermis, está compuesto 

generalmente de 3 capas de queratinocitos unidos por uniones oclusivas que se caracterizan por 

contener gránulos de queratohialina que contienen cistina e histidina que son precursores de la 

filagrina, cuyo contenido liberan al espacio intercelular formando una capa protectora e 

impermeabilizante (Gartner L. P. 2017; Carneiro, J., y Junqueira, L. C. U. 2022).   

El estrato lúcido es visible generalmente solo en la piel gruesa, es una región delgada y traslúcida, 

cuyas células no tiene núcleos u orgánulos, pero sí presentan filamentos de queratina envueltos en 

material electrodenso (Carneiro, J., y Junqueira, L. C. U. 2022; Gartner L. P. 2017).  

El estrato córneo es la parte más superficial, su grosor varía entre la piel gruesa y delgada siendo 

más grande en la piel gruesa, está compuesto por células muertas, anucleadas y aplanadas y con 

filamentos de queratina en su citoplasma (Ross M. H. y Pawlina W. 2018).  

1.2 Dermis  

La dermis es tejido conjuntivo cuyo grosor puede variar entre 4 a 5mm, su principal función es de 

soporte mecánico, difusión de nutrientes y gases hacia la epidermis y regulación de la temperatura 
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mediante la pérdida controlada de calor, esta capa se divide en dos, la dermis papilar y la dermis 

reticular (Rehfeld, A., et al. 2017).  

La unión epidérmica-dérmica se da en forma irregular con protuberancias de tejido conjuntivo en 

la epidermis llamadas papilas dérmicas que se complementan con las crestas epidérmicas en la 

dermis, juntas aumentan la superficie de contacto lo que refuerza unión entre ambas capas, por lo 

que en las regiones donde la tensión mecánica es mayor, las crestas se profundizan (Ross M. H. y 

Pawlina W. 2018; Carneiro, J., y Junqueira, L. C. U. 2022).   

La capa papilar se encuentra debajo de la epidermis y está formada de tejido conjuntivo laxo, con 

fibrillas de colágeno tipo I y tipo III con terminaciones nerviosas sensoriales y vasos sanguíneos 

que oxigenan y nutren a la epidermis (Ross M. H. y Pawlina W. 2018; Lowe, J. S., et al. 2015).  

La capa reticular es más gruesa y menos celular, con colágeno tipo I y fibras elásticas que forman 

líneas regulares llamadas líneas Langer, además de tener vasos sanguíneos y linfáticos (Ross M. 

H. y Pawlina W. 2018; Carneiro, J., y Junqueira, L. C. U. 2022). 

 

Figura 1. Esquema representativo de los estratos de la piel. Realizada con Biorender.  
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2. Melanoma 

La principal función de los melanocitos de forma normal es la producción de melanina dentro de 

los melanosomas y la entrega de ésta a los queratinocitos que los rodean, dando pigmentación y 

para la protección contra el daño al DNA por la radiación UV, esto ocurre por estimulación de la 

misma radiación UV que genera la producción de α-MSH (hormona estimulante de los 

melanocitos) que se une a MC1R ( melanocortina-1) lo que induce la síntesis de la melanina (Shain, 

A. H., & Bastian, B. C. 2016; Eddy, K., & Chen, S. 2020).    

La melanina es un grupo de pigmentos dividido por sus características químicas en eumelanina y 

feomelanina, poseen un alto índice de refracción y un alto espectro de absorción de las regiones 

ultravioleta e infrarroja, protegiendo a los tejidos contra la radiación ionizante al absorber la energía 

de radiación y disipando en forma de calor, además de neutralizar las moléculas ionizadas en la 

célula (D’Alba L. & Shawkey M. D. 2018; Cordero R. & Casadevall A. 2020).  

El melanoma es un tipo de cáncer de piel, cuyo tumor maligno surge de los melanocitos y de la 

acumulación estocástica (aleatoria) de mutaciones en estas células (Davis L.E., et al. 2019; Eddy, 

K., & Chen, S. 2020). El melanoma puede generarse de forma hereditaria o de forma estocástica, 

se considera que el 12% de casos aproximadamente son hereditarios, cuya mutación más común 

es CDKN2A, además de mutaciones en CDK4 y MITF. En los casos de melanoma por mutaciones 

somáticas se han observado mutaciones en la ruta de MAPK como lo es BRAF que se encuentra 

en el 60% de los casos y NRAS en el 20% de los casos, además de polimorfismos en MC1R y 

ASIP (Ostrowski, S. M. & Fisher D. E. 2020; Davis L.E., et al. 2019).  

Es el tipo de cáncer de piel menos común, pero más agresivo ya que representa el porcentaje más 

alto de mortalidad debido a su alta capacidad metastásica temprana y su baja prognosis 

(Schadendorf, D. et al. 2018; Ostrowski, S. M. & Fisher D. E. 2020).  



13 

 

El melanoma se puede dividir por sus características histológicas y clínicas en diferentes variantes: 

el melanoma cutáneo donde las mutaciones ocurren en melanocitos expuestos a la radiación UV, 

melanoma de extensión superficial es el subtipo más común compuesto por una sola capa de células 

intraepidermales; el melanoma nodular se encuentra en grupos de células en la dermis y puede 

extenderse hacia tejido subcutáneo que se desarrolla rápidamente; el melanoma lentigo maligno 

surge de una lesión precursora en personas mayores con alta exposición solar que puede progresar 

a un proceso maligno; el melanoma acral tiene un desarrollo intraepidermal en zonas de baja 

exposición a la luz solar con un desarrollo rápido; y finalmente los melanomas no cutáneos 

divididos en melanoma uveal y melanoma mucoso (Ostrowski, S. M. & Fisher D. E. 2020; 

Rastrelli, M. et al. 2014; Lamb L.A. et al. 2003).     

La capacidad de metástasis del melanoma depende de diversos factores como lo son el subtipo 

específico, las características de las células y del individuo. Algunos ejemplos son el melanoma 

uveal cuya principal metástasis se da al hígado, o el melanoma lentigo maligno que se puede 

desarrollar en el pulmón, cerebro, hígado y hueso (Damsky, W. E 2014; Fidler I.J. 1988).  

 

2.1 Diagnóstico del melanoma  

El diagnóstico temprano es un factor importante en la disminución del riesgo de mortalidad debido 

a que el pronóstico de la enfermedad depende de la profundidad de la neoplasia que aumenta con 

el tiempo (Rastrelli, M. et al. 2014).  

La primera forma de detección es la auto examinación de la piel, para la cual, en 1985 se 

desarrollaron los criterios ABCDE que es el acrónimo para asimetría (A), irregularidad del borde 

(B), variación de color (C), diámetro mayor a 6mm (D) y evolución de la lesión (E); estos criterios 

son usados por el público no especialista para identificar casos sospechosos cuando se observa un 
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nevo y la efectividad para identificar las lesiones se ha visto que va del 57 al 90%; posteriormente 

se desarrolló la lista de los 7 puntos Glasgow donde se analiza cambio de tamaño, forma, color, 

cambio sensorial, diámetro de 7mm, inflamación y sangrado, sin embargo, esta clasificación es 

menos usada debido a su complejidad (Rigel D. S.  et al. 2010; Rastrelli, M. et al. 2014).  

 

Figura 2. Esquema de la clasificación ABCDE. Realizada con Biorender. 

 

En los años 90’s se desarrolló la microscopia de superficie donde se podían observar las lesiones 

en piel in vivo, para ello se han desarrollado dispositivos portátiles ópticos de alta resolución 

llamados dermatoscopios con los cuales se puede analizar criterios como lo son: cambios en la red 

pigmentaria, puntos y globos irregulares, estrías irregulares, pigmentación irregular, patrón 

vascular, un velo azul-blanquecino y estructuras de regresión (Rigel D. S.  et al. 2010; Rastrelli, 

M. et al. 2014). Dentro de la misma dermatoscopia, se encuentran la microscopía confocal de 

reflectancia que mediante rayo láser permite analizar secciones horizontales que revelan cambios 

a nivel celular (Rastrelli, M. et al. 2014).  

Las biopsias se realizan para confirmar la detección del melanoma, el análisis de las muestras 

obtenidas se puede realizar con inmunohistoquímica para marcadores de melanocitos, los casos 

donde no se conoce el origen de una lesión, usando proteínas implicadas en la síntesis de melanina 
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como Melan-A y MART-1, tirosinasa y SOX10 o marcadores proliferativos para conocer su tasa 

de proliferación como Ki-67 o PHH3 (Davis L.E., et al. 2019).  

 

2.2 Epidemiología del melanoma  

En 2020, en el mundo se diagnosticaron 324,635 casos nuevos de melanoma, 57,043 muertes y una 

prevalencia de 5 años de 1,092,818 casos; además, se estima que en 2030 se tienen 375,980 casos 

y 70,064 muertes causadas por esta enfermedad, dando como resultado un incremento del 15,8% 

y 22,8% respectivamente (GLOBOCAN, 2020).  

En México, en 2020 se registraron 2,051 nuevos casos, 773 muertes causadas por el melanoma con 

una prevalencia de 5 años de 6,032, se estima que para 2030 se tengan 2,681 nuevos casos y 1,041 

muertes, lo que representa un aumento del 30.7% y del 34.7% respectivamente (GLOBOCAN, 

2020).  

A lo largo de los años, desde 1985, se ha observado una tendencia de incremento en la mortalidad 

de los casos de melanoma, además de que las estimaciones muestran que el incremento continuará 

en el futuro, por lo que la prevención tanto primaria con una exposición controlada a los rayos UV, 

como secundaria al identificar a las personas con mayor riesgo y un diagnóstico temprano, además 

de la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas son importantes en el desarrollo y tratamiento 

del melanoma (GLOBOCAN, 2023; Dzwierzynski W.W. 2021).  

 

2.3 Tratamientos clásicos contra el melanoma  

La resección quirúrgica es necesaria en todos los casos, por lo que, la primera forma de terapia es 

eliminar el tumor primario para evitar la expansión del cáncer y el margen alrededor del tumor; 

para realizar la resección se realiza con base en los puntos Glasgow antes mencionados, además se 
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realizan análisis para saber si es necesario retirar los nódulos linfáticos cercanos al tumor (Eddy, 

K., & Chen, S. 2020; Schadendorf, D. et al. 2018).  

La quimioterapia es de los principales tratamientos contra el cáncer, en el caso del melanoma, el 

principal medicamento utilizado es la dacarbazina, aprobada en 1975 que es un agente alquilante 

y se encarga de inhibir la síntesis de DNA y RNA mediante la metilación de purinas que lleva a la 

muerte por apoptosis, necrosis o autofagia, sin embargo, la tasa de respuesta objetiva de este 

tratamiento es del 15 al 20%. La temozolomida es un agente alquilante análogo de la dacarbazina 

que posee mayor biodisponibilidad y perfil de toxicidad, además de tener características 

hidrofóbicas que le permite penetrar en el sistema nervioso central, que es de ayuda en metástasis 

cerebrales, aún con esto estadísticamente ambos medicamentos son similares (Mishra H. et al. 

2018; Koprowska K. & Czyz M. 2011).  

La terapia dirigida se encarga de atacar a los impulsores de la carcinogénesis reduciendo la 

toxicidad del tratamiento, el principal objetivo en el caso del melanoma es la inhibición de BRAF, 

esto mediante diversos medicamentos como Vemurafenib el cual fue aprobado en 2011 y tiene una 

respuesta objetiva del 48%, su mecanismo de acción es la inhibición de la hiperactivación de 

MAPK, la cual es una vía necesaria para la proliferación e inhibición de la apoptosis. Dabrafenib 

que funciona principalmente con la mutación en BRAF V600E inhibiendo la enzima producida y 

generalmente se usa en combinación con Trametinib los cuales tienen una respuesta del 55% en 

estudios, fue aprobado en 2012 y funciona como inhibidor de MEK (Mishra H. et al. 2018; Eddy, 

K., & Chen, S. 2020; Kim A. & Cohen M.S. 2016).  
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2.4 Inmunoterapia   

La inmunoterapia es una variedad de terapias o cualquier tratamiento que busca manipular la 

actividad de las células y moléculas del sistema inmunológico con el fin de eliminar las células 

malignas sin afectar a las células sanas del organismo (Vasquez L. et al. 2020; Varadé J. et al. 

2020). En el caso del cáncer se buscan tratamientos que generen una reducción de la carga tumoral 

y generen memoria (Reyes S. J. et al. 2020).    

Existen distintos tipos de inmunoterapia, en la inmunoterapia pasiva, se utilizan células activadas 

ex vivo para estimular el sistema inmunitario contra las células cancerosas como es el caso de la 

terapia de células adoptivas y los agentes inmunomoduladores, mientras que en la inmunoterapia 

activa se busca activar las funciones efectoras del sistema inmunológico como es el caso de las 

vacunas (Akkin S. et al. 2021).  

La terapia celular adoptiva es el tipo de inmunoterapia que se encarga de recolectar linfocitos en 

sangre del paciente para poder seleccionar aquellos con actividad antitumoral, expandirlos y 

activarlos in vitro para regresarlos junto con factores de crecimiento al paciente, obteniendo una 

respuesta inmunológica contra el cáncer, los principales linfocitos utilizados son los infiltrantes del 

tumor y células LAK (células natural killer activadas), también se pueden usar linfocitos de sangre 

periférica modificados con un receptor de antígeno quimérico (CAR-T) (Lugowska I. et al. 2018; 

Ralli M. et al. 2020).  

Los inmunomoduladores buscan estimular el sistema inmunitario de huésped principalmente 

mediante la estimulación de APCs y células T. En el melanoma los principales 

inmunoestimuladores y los primeros que fueron aprobados son las citocinas; la IL-2 producida de 

forma sintética (Aldesleukin) es una linfocina que estimula la proliferación de los linfocitos T; el 

IFN-α2B (Intron A) es una citocina que estimula la expresión del complejo mayor de 
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histocompatibilidad I, aprobada en 1996 como tratamiento adyuvante (Ralli et al. 2020; Mishra H. 

et al. 2018; Baxevanis, C. N. et al. 2009).  

Un tipo de inmunoestimulación incluye a los puntos de control inmunológicos, bloqueando los 

puntos de control inhibitorios de la proliferación de células T, las principales moléculas utilizadas 

son CTLA-4 y PD-1. CTLA-4 (proteína 4 asociada a los linfocitos T) es un receptor de proteína 

que se expresa en células T y que actúa como un coestimulador negativo evitando el ataque en 

células sanas, por lo que el objetivo del anticuerpo que bloquea CTLA-4 es aumentar la activación 

de las células T; Ipilimumab fue aprobado en 2011 a una dosis de 3mg/kg mostró una supervivencia 

de 20% a 3 años; por su parte PD-1 es una molécula de superficie de los linfocitos T que se une a 

PD-L1 y PD-L2 e inhibe la actividad de los linfocitos, los medicamentos anti PD-1 son nivolumab 

y pembrolizumab con una supervivencia a un año del 72.9 y 74% respectivamente funcionando en 

pacientes donde Ipilimumab falló (Lugowska I. et al. 2018; Eggermont et al. 2017; Akkin S. et al. 

2021; Baxevanis, C. N. et al. 2009).  

Una de las terapias más novedosas para el tratamiento del melanoma que pertenece a la 

inmunoterapia activa es la terapia con virus oncolíticos, donde los virus selectivamente infectan a 

las células tumorales  y provocan su apoptosis o autofagia, esto se debe a que los virus se unen a 

células que presentan desproporcionadamente receptores que los virus reconocen; otra manera es 

inyectando de forma local los virus en el sitio del tumor causando un aumento en la respuesta 

inflamatoria favoreciendo la infiltración de LT CD8+ en el microambiente tumoral, actualmente T-

VEC es el único virus aprobado para el tratamiento del melanoma, se trata de un virus de herpes 

modificado con una respuesta objetiva del 26% con el gen GM-CSF que favorece la producción de 

granulocitos y macrófagos además de favorecer la apoptosis con una deleción de ICP47 que 
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favorece la presentación de antígenos virales y la apoptosis (Bayan C. Y et al. 2018; Robinson C. 

et al. 2022).  

 

2.4.1 MAGE  

Los antígenos asociados a tumores reciben su nombre ya que son encontrados en una variedad de 

tumores malignos y se encuentran restringidos en los tejidos normales. Dentro de estos se 

encuentran los antígenos testiculares del cáncer (CTA) como lo son los antígenos asociados a 

Melanoma (MAGE) que son antígenos tisulares normales que existen en las células testiculares y 

desempeñan un papel en la espermatogénesis, su función está relacionada con la regulación del 

ciclo celular y apoptosis (Sang M. et al. 2011; Sang M.et al. 2011).  

MAGE es una superfamilia que se divide en dos familias MAGE-I y MAGE-II; la familia MAGE-

I consiste en genes asociados al cromosoma X, divididos en MAGE-A, MAGE-B y MAGE-C. Los 

genes MAGE-A están formados de 12 miembros localizados en la región q28 y se expresan en 

muchos tipos de tumores incluido el melanoma, colon, cerebro, pulmón, próstata y mama. (Sang 

M. et al. 2011; Li S. et al. 2021).   

Todos los MAGE tienen un dominio de homología MHD que ayuda en su capacidad de unirse a 

ligasas de ubiquitina (RING) donde actúan como un sustrato que regula su actividad y desencadena 

la ubiquitinación y la degradación de una variedad de factores supresores de tumores, como p53, 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK) α1 y ZNF382, además de una regulación positiva de 

mTOR promoviendo así la aparición de tumores, el crecimiento invasivo y la supervivencia de 

células cancerosas (Li S. et al. 2021; Weon J.L. & Potts P.R. 2015).  
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2.4.2 CpGs  

El DNA bacteriano es reconocido como PAMP y activa la respuesta inmunitaria innata, 

específicamente los dinucleótidos CG no metilados son expuestos a TLR9 en células B y 

dendríticas plasmocitoides en humanos y en células mieloides en ratones. Lo cual puede ser imitado 

por oligodesoxinucleótidos sintéticos (ODN) que son internalizados por PI3K en células diana en 

el compartimiento endosomal/lisosomal tardío o en endolisosomas estimulando MAP quinasas y 

factores de transcripción de genes proinflamatorios (Bode C. et al. 2003; Klinman D.M. 2004).  

Las células B y pDC estimuladas por CpGs incrementan la producción de CD40, CD80, CD86 y 

MHC II, IL-6, IL-12, IL-18 y TNF-α, por lo que apoyan indirectamente la maduración, 

diferenciación y proliferación de células NK, T y macrófagos. La activación del TLR9 por los 

CpGs promueve una fuerte respuesta tipo Th1 importante durante la respuesta tumoral como IFN-

α/b, IL-12 e IFN-γ, activando células NK que secretan IFN-γ favoreciendo una actividad lítica y 

aumentando los linfocitos citotóxicos (Murad Y. & Clay T.M. 2009; Bode C. et al. 2003)  

La terapia con los ODN CpGs como adyuvante es una herramienta inmunoterapeutica que puede 

acelerar el desarrollo de la respuesta inducida por vacunas, favorece un aumento en la eficacia al 

usarlo en quimioterapia y promover la inmunogenicidad de antígenos coadministrados en el 

tratamiento contra cáncer (Klinman D.M. et al. 2004; Murad Y. & Clay T.M. 2009). 

 

3. Respuesta inmunológica 

La respuesta inmunológica es la respuesta producida por el organismo tras el reconocimiento de 

agentes desconocidos, que protege al individuo de infecciones, además de eliminar agentes 

patógenos, células transformadas y muertas; a las células y moléculas encargadas de esta respuesta 
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y de la vigilancia de los órganos y tejidos se les conoce como sistema inmunológico (Delves P. et 

al. 2014; Murphy K. et al. 2009).     

El sistema inmunológico se divide en dos sistemas interconectados, el sistema de inmunidad innata 

y el sistema de inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es la primera línea de defensa contra 

patógenos, constituye una respuesta rápida e inespecífica ante las amenazas, reconociendo 

estructuras altamente conservadas en varios grupos de patógenos conocidos como PAMPs o 

patrones moleculares asociados a patógenos mediante receptores desarrollados para el 

reconocimiento que son conocidos como PRR o receptores de reconocimiento de patógenos 

(Murphy K. et al. 2009; Medzhitov R. & Janeway C. 2000; Beutler B. 2004).  

 

3.1 Respuesta inmunológica innata   

La respuesta innata está constituida por una barrera externa física y química formada por los 

epitelios y mucosas que revisten y generan un aislamiento con el mundo exterior sintetizando 

moléculas, péptidos y proteínas con actividad antimicrobiana, además de una respuesta celular dada 

por células mieloides que destruyen patógenos como es el caso de los macrófagos y neutrófilos 

(Medzhitov R. & Janeway C. 2000).    

Los neutrófilos son leucocitos polimorfonucleares producidos ante el estímulo de G-CSF en 

respuesta a la producción de IL-17 por parte de los linfocitos T e IL-23 producida por macrófagos 

y células dendríticas. Son las células encargadas de la primera respuesta ante una amenaza, en 

procesos inflamatorios y tumorogénesis siendo capaces de eliminar patógenos mediante 

fagocitosis, liberación de sus gránulos de lactoferrina, gelatinasa o metaloproteasas y mediante 

trampas extracelulares NETs (trampas extracelulares de neutrófilos) los cuales a su vez estimulan 
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linfocitos Th, además de favorecer la expresión de IFN-γ (Kolaczkowska E. & Kubes P. 2013; 

Liew P.X. & Kubes P. 2019).  

Los macrófagos son células inmunes mieloides que se originan durante el desarrollo embrionario, 

entre sus funciones están la fagocitosis, la presentación de antígenos y la producción de citocinas. 

Se dividen en macrófagos M1 o clásicamente activados, producidos por la exposición a GM-CSF, 

LPS, IFN-γ y TNF-α, promoviendo genes de procesamiento y presentación de antígenos y una 

respuesta proinflamatoria Th1 secretando TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12; y M2 o alternativamente 

activados por la exposición a MCSF, IL-4, IL-10 e IL-13 importantes para la inmunorregulación, 

regeneración de tejidos y la respuesta Th2 además de tener la capacidad de volverse macrófagos 

asociados a tumor que favorecen la progresión tumoral (Shapouri-Moghaddam, A 2018; Anderson 

N. R. et al. 2021).  

Las células dendríticas son las células presentadoras de antígenos profesionales presentes en todo 

el organismo, son un grupo heterogéneo derivadas de células madre hematopoyéticas pluripotentes 

que vienen de orígenes mieloides o linfoides, en ambos casos las células expresan un alto nivel de 

CD11c, MHC-II y moléculas coestimuladoras CD40, CD80, CD83 y CD86 (Balan S. et al. 2019; 

Zanna M. et al. 2021).  

Las células dendríticas se producen en la médula ósea y migran en su forma inmadura a los tejidos 

donde se encargan de monitorear la presencia de patógenos, al identificar un antígeno mediante sus 

PRR, éstas fagocitan al antígeno, maduran y migran a los ganglios linfáticos donde presentan los 

antígenos a las células T mediante los complejos MHC-I y MHC-II (Zanna M. et al. 2021).  

La maduración de las células dendríticas ocurre tras el reconocimiento de PAMPs, citocinas 

proinflamatorias como IL-1 o TNF-α y la interacción con linfocitos Th mediante la interacción de 

CD40/CD40L, la maduración incluye una disminución en la expresión de receptores de antígenos 
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y de la capacidad de internalización, la formación de las dendritas que favorecen sus propiedades 

migratorias, la redistribución del complejo mayor de histocompatibilidad de los endosomas tardíos 

a la superficie celular, el incremento de moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD86 y 

expresión de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-8, IL-10 e IL-23 y receptores de 

quimiocinas de los tejidos secundarios a los órganos linfoides (Kotsias F. et al. 2019; Théry C. & 

Amigorena S. 2001).  

Las células dendríticas se encuentran en la piel, superficies mucosas y órganos sólidos donde 

actúan como centinelas, después de reconocer un patógeno hay un incremento en CCR7, en cual 

interactúa con CCL21 en las células endoteliales linfáticas guiando mediante haptotaxis hacia y a 

lo largo de los vasos linfáticos hacia vasos más grandes donde son transportados de forma pasiva 

por la linfa al seno subcapsular y la paracorteza para posteriormente unirse a las células dendríticas 

residentes en los ganglios linfáticos donde presentan los antígenos a las células T (Worbs T. et al. 

2016; Tiberio L. et al. 2018; de Winde C.M. 2020).  

 

3.2 Respuesta adaptativa  

3.2.1 Presentación de antígenos  

La presentación de antígenos puede ocurrir mediante el complejo principal de histocompatibilidad 

de clase I que se encuentra en la mayoría de células nucleadas, está compuesto por dos proteínas, 

una cadena pesada y una proteína soluble β2 microglobulina que presenta péptidos de 8 a 11 

aminoácidos en un plegamiento de la cadena alfa a los linfocitos T CD8+, generalmente esta 

presentación ocurre en las células diana por antígenos endógenos producidos por la formación de 

péptidos en el citosol por proteasomas o en el retículo endoplásmico por aminopeptidasas, que son 

unidos al MHC I en el retículo endoplásmico tras su translocación mediante TAP gracias al 
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complejo de cargamento de péptidos PLC (fosfolipasa C), para posteriormente si tiene una afinidad 

adecuada ser transportados mediante el aparato de Golgi a la membrana celular (Lee M. et al.  2020; 

Kotsias F. et. al. 2019; de León & Pareja, 2018).  

La presentación también puede ocurrir mediante la presentación en el complejo principal de 

histocompatibilidad clase II que solamente ocurre en células presentadoras de antígenos APCs. 

MHC II está compuesto por dos proteínas polimórficas α y β asociados a una cadena Ii que permite 

su estabilización hasta que ocurre su asociación con CLIP para que posteriormente se una al 

antígeno endocitado y procesado, cuyo largo del péptido es de hasta 30 aminoácidos a los linfocitos 

T CD4+ en el surco formado entre las cadenas α y β (Kotsias F. et. al. 2019; de León & Pareja, 

2018).  

Existe un tercer tipo de presentación que puede ocurrir llamado presentación cruzada donde las 

proteínas exógenas son presentadas en el MHC I en células presentadoras de antígeno 

especializadas, principalmente las células dendríticas; esto ocurre por una vía citosólica 

dependiente del proteasoma o una vía vacuolar (Lee M. et al.  2020).  

En la vía vacuolar los antígenos después de su internalización son degradados por proteasas 

lisosomales como la catepsina S para ser unidos al MHC I dentro de la vacuola y ser regresados 

para su presentación en la membrana. En la vía endosomal los antígenos internalizados necesitan 

ser transportados de los compartimentos endosomales al citosol donde son degradados por el 

proteasoma, los péptidos derivados son transportados por TAP al retículo endoplásmico donde 

pueden ser presentados en el MHC I (Embgenbroich M. & Burgdorf S. et al. 2018).  
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Figura 3. Presentación de antígenos mediante el Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I y Clase 

II. Creada con Biorender.  

 

3.3 Linfocitos T   

Los linfocitos T son células caracterizadas por la expresión en superficie del receptor de células T, 

que es un ensamblaje octamérico de proteínas dispuestas en módulos, el αβ TCR de unión a 

ligandos variables y tres módulos de señalización invariantes CD3δε, CD3γε y ζζ, todo este 

complejo se encarga del reconocimiento de antígenos. Las células T se originan de las células 

progenitoras de la médula ósea que migran al timo donde maduran, son seleccionadas y liberadas 

como células T vírgenes para que reconozcan antígenos nuevos, para que ocurra su activación se 

requiere de dos señales, la señal antígeno específica y la señal coestimulatoria (Kumar B.V. et al. 

2018; Sirera R. 2022; Chaplin D.D. 2010).  
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Para la señal antígeno específica interactúan el MHC con el TCR, las cadenas α y β se asocian con 

el complejo CD3 compuesto de cadenas invariantes accesorias cuyos dominios citoplasmáticos 

contienen secuencias ITAM cuya activación favorece la activación de la fosfolipasa C que activa 

las proteínas G de Ras y Rac que activa genes de proliferación y diferenciación de linfocitos. 

(Kumar B.V. et al. 2018; Smith-Garvin J.E. et al. 2009).   

La asociación con el MHC-I o MHC-II dependen de la glicoproteína correceptora con la que se 

unan, su función es estabilizar la interacción del TCR y el reclutamiento de Lck al complejo CD3. 

Los linfocitos T auxiliares unidos al MHC-II se caracterizan por la expresión de CD4, una molécula 

transmembranal monomérica compuesta de 4 inmunoglobulinas; los linfocitos T citotóxicos que 

se unen a MHC-I se caracterizan por la expresión de CD8, un dímero compuesto de dos 

glicoproteínas CD8a y CD8b. (Brenchley & Bosselut, 2014; Mak T.W. et al. 2014).  

Las señales coestimuladoras pueden ser positivas como es el caso de CD28 que se asocia con CD80 

y CD86 favoreciendo la activación, o negativas como PD-1 que se une a PDL-1 y CTLA-4 que se 

une a CD80 los cuales inhiben la activación por unión del TCR (Guerder S. & Flavell R.A. 1995).   

CD137 también conocido como 4-1BB es miembro de la familia de receptores del factor de 

necrosis tumoral que se expresa en células T y NK activadas,  su unión con su ligando 4-1BBL 

expresado en APCs regula positivamente la inmunidad de las células T contribuyendo a la 

producción de interleucina 2 e IFNγ, puede coestimular la activación y proliferación de las células 

T principalmente Th1 y Tc y mejorar la supervivencia de las células activadas (Halstead, E. et al. 

2002; Chester C. et al. 2018; Kim A.M. et al. 2022).  

Las células T pueden dividirse en subpoblaciones por la expresión selectiva de CD4 o CD8 después 

de su proceso de maduración en el timo.  
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Los linfocitos T citotóxicos o CD8+, durante la infección primaria son activados al reconocer 

antígenos presentados por las células dendríticas, el TCR induce un incremento en la regulación de 

CCR7 para retener a las células en los ganglios que los provee de citocinas que favorecen la 

proliferación por lo que después pasan por una expansión clonal y se convierten en células efectoras 

que circulan hacia sitios de infección donde se encargan de eliminar a las células; donde IL-12 

favorece su citotoxicidad la cual está mediada por la lisis antígeno-específica dada por la exocitosis 

de gránulos con perforina, granzima A y B, posterior a la eliminación del patógeno las células 

mueren por apoptosis alrededor del 90% y las células restantes finalmente se generan células T de 

memoria (Gerritsen, B. & Pandit, A. 2016).   

Las células T de memoria, las cuales expresan CD45RO, se dividen en células de memoria central 

y células efectoras de memoria. Las células de memoria central residen en órganos linfoides 

secundarios, pueden producir IL-2 y se pueden diferenciar en fenotipos efectores con la 

estimulación antigénica. Por su parte las células efectoras de memoria se encuentran en los órganos 

no linfoides y exhiben funciones efectoras producen IFN-γ y TNF (Gerritsen, B. & Pandit, A. 

2016).   

Los linfocitos T auxiliares o CD4+ se dividen en Th1, Th2 y Th17, que activan respuestas 

humorales o celulares dependiendo del subtipo activado según la naturaleza del patógeno y de las 

citocinas liberadas.   

Los linfocitos Th1 son producidos bajo el estímulo de IL-12 que puede ser producida por PAMPs 

unidos a TLR4, TLR5 y TLR endosomal en células dendríticas y macrófagos; estos linfocitos 

producirán linfotoxina α, IFN-γ e IL-2 que activa macrófagos y linfocitos CD8+. Los linfocitos 

Th2 se producen por el estímulo de IL-10, IL-4 e IL-6, producido en linfocitos TNK, basófilos y 

monocitos por la unión de patógenos a TLR 2/1 y 2/6; estos producirán IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 y 
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GM-CSF, favoreciendo la proliferación y la actividad de células B y la producción de granulocitos. 

Cuando se producen las citocinas proinflamatorias TNF-α, IL-6 e IL-23 favorecen la formación de 

Th17 que secreta citocinas proinflamatorias como IL-17, IL-22 e IL-6 que favorecen la 

proliferación de neutrófilos (Medzhitov R. & Janeway C. 2000).  

Los linfocitos T reguladores o Treg, son linfocitos cuya función prinicipal es contribuir a la 

tolerancia inmunológica, contribuyen a la homeostasis controlando la respuesta inmunológica y la 

inflamación. Los Treg pueden ser generados de forma natural induciendo su producción a partir de 

un precursor por el factor transcripcional FOXP3 o inducidos por el ambiente en el que se 

desarrollen. Sus principales marcadores son CD4+CD25+ y las citocinas que producen son 

principalmente antinflamatorias (TGF-β, IL-10 e IL-35), además de poder generar una respuesta 

por grazima A (Delves P. et al. 2014; Villegas V. C. & Ramírez P. D. 2015). 

 

4. Respuesta inmunológica antitumoral  

La inmunoedición del cáncer es la habilidad de desarrollar una respuesta inmunológica por parte 

del sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo ante el surgimiento de células tumorales, 

así como los cambios genéticos que se presentan, previniendo o moldeando la enfermedad al 

ejercer una presión dentro del ambiente tumoral, es un proceso dinámico que evoluciona a través 

de tres estados: eliminación, equilibrio y escape (Dunn 2002; Borroni & Grizzi, 2021; Regueiro, J. 

R. 2015).  

La etapa de eliminación implica la inmunovigilancia, identificación y eliminación de las células 

neoplásicas mediante la cooperación del sistema inmunológico innato y adaptativo. El primer paso 

es la identificación, por parte del sistema inmune innato del crecimiento de un tumor por el 

remodelamiento estromal provocando el reclutamiento de neutrófilos tipo 1 los cuales producen 

NETs, además de TNF-α, IL-1 e IL-6 que activan a los linfocitos T CD8+, linfocitos Tγδ, células 



29 

 

NK que tienen actividad citotóxica y secretan citocinas proinflamatorias,  y macrófagos tipo 1 que 

fagocitan elementos tumorales y presentan antígenos a los CD4+; en general se favorece la 

producción de IFN-γ que induce la producción de quimiocinas, los cambios en la matriz 

extracelular producen macrófagos infiltrantes de tumores que producen IL-12 que estimulan a las 

células NK a producir IFN-γ lo que favorece procesos antiproliferativos y proapoptóticos, mientras 

que los macrófagos y las NK pueden matar células tumorales por TRAIL y perforina. Los antígenos 

tumorales producidos en las células son reconocidos y procesados por las células dendríticas 

reclutadas, las cuales migran a los ganglios linfáticos y son presentados mediante el MHC-I a los 

linfocitos CD4+ Th1 los cuales producen TNF-β, IL-2, IL-12 e IFN-γ las cuales favorecen la 

expresión del MHC-I, además de funcionar como señales de activación y facilitar el desarrollo de 

linfocitos CD8+ los cuales también reconocen los antígenos del MHC-I por presentación cruzada, 

al ser activados pueden matar a las células tumorales mediante la secreción de perforina A o 

granzima B o la inducción de apoptosis mediante Fas-FasL (Dunn G.P. et. al.  2004; Dunn G.P. et. 

al. 2002; Duharte, A. B. 2003; Sanz et al., 2021; Shankaran et al. 2001). 

 

Figura 4. Linfocitos T durante la etapa de eliminación en la respuesta inmune antitumoral. Creada con 

Biorender  
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La etapa de equilibrio es la más larga y puede durar años, ocurre de forma dinámica con las células 

que sobreviven a la fase de eliminación debido a la presión de selección ejercida por los linfocitos 

y el IFN-γ donde hay una continua eliminación de células tumorales y el surgimiento de nuevas 

mutaciones que generan variantes resistentes, lo cual provoca que las células tumorales sean 

contenidas, pero no completamente eliminadas, se modifique su inmunogenicidad y se restrinja su 

crecimiento (Dunn G.P. et al. 2004; Jacobo V.P.M. et al. 2017; Borroni E.M. & Grizzi F. 2021).   

En la etapa de escape las variantes celulares tumorales seleccionadas durante la etapa de equilibrio 

pueden crecer progresivamente generando un microambiente tumoral inmunosupresor, por 

citocinas producidas como VEGF, TGF-β, IL-10 y FAS soluble. Las células tumorales también 

pueden impedir el desarrollo de la respuesta antitumoral mediante modificaciones que pueden 

impedir su reconocimiento mediante la pérdida de expresión de antígenos, pérdida de complejo 

mayor de histocompatibilidad I e insensibilización a IFN-γ, además de favorecer el reclutamiento 

de células T reguladoras (Dunn G.P. et al. 2004; Jacobo V.P.M. et al. 2017). 

 

5. Ingeniería de Tejidos 

La ingeniería de tejidos es término definido por Langer R. & Vacanti J. en 1993 como un campo 

interdisciplinario que aplica los principios de la ingeniería y de las ciencias de la vida para el 

desarrollo de sustitutos biológicos que restauren, mantengan o mejoren la función de los tejidos.  

Es un campo perteneciente a la medicina regenerativa tisular y es sustentado por disciplinas como 

la biología celular, la investigación en biomateriales y la ingeniería las cuales han contribuido a los 

avances de la ingeniería de tejidos (Chaudhari A.A. et al. 2016; Serrato O.D. et al. 2015). 
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Los principales componentes de la ingeniería de tejidos son las células, los andamios o 

biomateriales y las señales para estimular el crecimiento (Serrato O.D. et al. 2015; Chang B.P. & 

Leong K.W. 2008). 

Muchos tipos de células se utilizan en la ingeniería de tejidos, siendo las principales las células que 

derivan del tejido donante o de células troncales. Las células troncales son más utilizadas debido a 

su alta capacidad proliferativa y su capacidad de diferenciación, son células que pueden ser 

cultivadas in vitro e implantadas en el tejido deseado (Bakhshandeh B. et al. 2018; Berthiaume F. 

et al. 2011).  

Los biomateriales son sustancias diseñadas para incorporarse en sistemas vivos para reemplazar o 

aumentar la función de un tejido u órgano mejorando la calidad de vida de un individuo. Los 

biomateriales pueden ser naturales o sintéticos y se utilizan con base en sus características y las 

funciones deseadas (Marin E. et. al. 2019; Chaudhari A. A. et. al. 2016; Nii, T. & Katayama Y. 

2021). 

Los factores de crecimiento son moléculas de señalización activadas y solubles que afectan el 

crecimiento, migración y la diferenciación celular mediante la unión a receptores 

transmembranales específicos; la selección de los factores de crecimiento adecuados depende de 

factores como el tamaño de la molécula, la función celular deseada, las consideraciones biológicas, 

el nivel de expresión requerido y el vehículo de entrega (Atienza-Roca P. et al. 2018; Caballero 

Aguilar L.M. et al. 2019).  
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Figura 5. Componentes de la Ingeniería de Tejidos. Creada con Biorender 

 

5.1 Biomateriales  

Para la diferenciación y funcionamiento adecuado de las células, en ocasiones se requiere imitar 

aspectos del tejido nativo o de la matriz extracelular mediante el control de los materiales y el 

entorno mecánico y químico que pueda fomentar el crecimiento celular y eventualmente la 

regeneración de tejidos (Chang B.P. & Leong K.W. 2008; Lee E. J. et al. 2014). 

Los biomateriales son sustancias puras o combinadas diseñadas sistemática y farmacológicamente 

para la implantación e incorporación en sistemas vivos que pueden utilizarse en cualquier periodo 

de tiempo, que reemplace o aumente la función de cualquier tejido u órgano, para mantener o 

mejorar la calidad de vida del organismo (Marin E. et. al. 2019; Nii, T. & Katayama Y. 2021).  

Los biomateriales tienen propiedades que permiten su uso en organismos, las principales son: 

bioactividad o su capacidad de interactuar con el entorno biológico; biocompatibilidad o  capacidad 

de no generar daño o rechazo en el organismo de forma local o sistémica; biodegradabilidad o 

descomposición gradual del material en el tiempo requerido y la facilidad para metabolizar sin 



33 

 

generar productos tóxicos, porosidad adecuada que favorezca la proliferación y migración celular; 

y finalmente propiedades mecánicas como la resistencia mecánica y elasticidad (Reddy M. S. B. et 

al. 2021). 

Existen distintas clasificaciones para los biomateriales, una de las más sencillas es su clasificación 

por origen, la cual los clasifica en naturales, sintéticos o compositos (Chaudhari A. A. et. al. 2016; 

Marin E. et al. 2019). El uso de los distintos tipos de biomateriales depende de las características 

que se buscan, el uso de biomateriales naturales favorece la biocompatibilidad y degradabilidad, 

mientras que los biomateriales sintéticos son fácilmente modificables para las funciones deseadas 

(Nii, T. & Katayama Y. 2021). 

Existen diversas técnicas para la fabricación de andamios formados de biomateriales.  

La bioimpresión es un enfoque que emplea la fabricación robótica capa por capa de construcciones 

tridimensionales depositando agregados celulares y materiales de andamiaje en organizaciones 

prediseñadas (Burdick & Prestwich, 2011). 

El electrohilado es una técnica que aplica el principio electrostático para fabricar nanofibras, se 

aplica un campo eléctrico para extraer una solución de polímero entre la aguja de inyección y un 

colector, existen 3 tipos principales: electrohilado de mezcla, coaxial y de emulsión (Zamani R. et 

al. 2018).   

La liofilización es un proceso de secado de una solución a un sólido estable, ocurre mediante el 

congelamiento de la solución a menos de -70ºC para que después mediante un vacío parcial se 

elimine el hielo por sublimación y posteriormente se elimine por desorción en un secado secundario 

(Lu et al. 2013). 
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5.1.2 Gelatina 

La colágena es la proteína estructural más abundante, constituye alrededor del 30% del total de 

proteínas del organismo compuesta por una triple cadena α variable o idéntica dependiendo de la 

fuente, con alrededor de 1,000 aminoácidos con una estructura Gly-X-Y que proporciona 

estabilidad a la triple hélice mediante puentes de hidrógeno y la interacción de la glicina la que se 

encuentra dentro; los aminoácidos X-Y más comunes son la prolina y la hidroxiprolina (Liu D. et 

al. 2015; Ramshaw J.A.M. et al. 1998). 

La gelatina es una mezcla de péptidos derivados de la hidrólisis parcial de la colágena, durante la 

cual las cadenas α son gradualmente degradadas en péptidos más pequeños que dependen de la 

enzima utilizada, la fuente de origen y las condiciones de hidrólisis (Liu D. et al. 2015; Yue K. et 

al. 2015). 

 La gelatina posee ventajas sobre la colágena como una mayor solubilidad y menor antigenicidad, 

además de contener muchas secuencias arginina-glicina-ácido aspártico (RGD) que promueve a 

unión celular, son ligandos de adhesión reconocidos por diversas integrinas que favorecen la 

proliferación celular, la compatibilidad de tejidos y en algunos casos pueden tener funciones 

antiangiogénicas, así como secuencias diana de MMP importantes para la remodelación celular 

(Ionescu et al. 2021; Liu D. et al. 2015; Ruoslahti E. 1996; Fu S. et al. 2018). 

La gelatina se ha estudiado para la fabricación de hidrogeles debido a su biocompatibilidad, 

biodegradabilidad, a su capacidad de imitar a la matriz extracelular nativa, además de ser no 

citotóxica y no inmunogénica (Yue K. et al. 2015). 
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Figura 6. Estructura de la gelatina. Creada con Biorender  

 

5.1.3 Ácido Hialurónico 

Es un glicosaminoglicano no sulfatado, no ramificado, hidrófilo, con carga negativa, compuesto 

por la repetición de unidades de disacáridos de ácido β-1,4- D-glucurónico y β-1,3-N-acetil-D-

glucosamina unidos por enlaces glucosídicos (Figura 7), es componente de la matriz extracelular 

producido por hialuronato sintasas (HAS-1, 2 y 3) en células mesenquimales y fibroblastos 

principalmente (Chircov C. et al. 2018; Stern R. et al. 2007; Zhu Z et al. 2017). 

 

Figura 7. Estructura del ácido hialurónico. Modificada de Sirisha, V.L. & D'Souza, J. 2016 

 

La propiedades del ácido hialurónico dependen de su peso molecular; de manera nativa en tejidos 

su peso molecular es mayor a 100 kDa y posee propiedades antiangiogénicas e inmunosupresoras, 

pero puede ser degradado por hialuronidasas, que se encuentran en la superficie celular, en 
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fragmentos de 20 kDa o intracelulares en disacáridos, o por especies reactivas de oxígeno (ROS) 

en fragmentos de distintos pesos moleculares bajos durante una respuesta inflamatoria y daño 

tisular lo cual favorece los procesos de inflamación y activación de células T (Marinho, A. et al. 

2021; Nikitovic, D. 2013). 

Participa en la morfogénesis, diferenciación y proliferación celular, así como en la reparación y 

regeneración de tejidos, tiene una gran viscoelasticidad e higroscopicidad atrayendo a las 

moléculas de agua por enlaces de hidrógeno e interactúa con moléculas extracelulares para el 

ensamblaje de la matriz extracelular (Marinho, A. et al. 202; Zhu Z. et al. 2017). 

El ácido hialurónico puede interactuar con hialadherinas, glicoproteínas de membrana, cuyo 

dominio intracelular interactúa con el citoesqueleto regulando la morfogénesis, migración, 

apoptosis y supervivencia celular. Entre las hialadherinas se encuentra CD44, la cual es una 

glicoproteína importante para la migración celular e infiltración, además de regular la respuesta 

inflamatoria. Los fragmentos cortos de HA se pueden unir a TLR2 y TLR4 provocando una 

respuesta proinflamatoria mediante la activación de la vía NF-κB y la maduración de células 

dendríticas (Stern R. et al 2007; Vigetti D. et al. 2014). 

El ácido hialurónico ha sido de interés en la ingeniería de tejidos debido a su alta biocompatibilidad, 

degradabilidad, citocompatibilidad y variación en sus propiedades mecánicas y químicas, pero aún 

presenta desventajas como su rápida degradación in vivo. Su uso en hidrogeles ha sido importante 

debido a su capacidad de imitar a tejido nativo en términos de contenido de agua e intercambio de 

nutrientes y oxígeno (Chircov C. et al. 2018; Zhu Z. et al. 2017). 
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5.2 Hidrogeles 

Los hidrogeles son redes tridimensionales reticuladas de polímeros sintéticos o naturales 

entrecruzados, hidratados con agua, pero sin poder disolverse en esta y con la capacidad de 

retenerla dentro de su estructura gracias a los grupos hidrofílicos que poseen (Ahmed E. M. 2015, 

Xiao S. et al. 2019). 

Sus propiedades dependen de su composición y los métodos usados para su polimerización y la 

densidad de entrecruzado. En las aplicaciones biomédicas, los hidrogeles son diseñados para imitar 

las características de la matriz extracelular proporcionando un soporte para el crecimiento celular 

y la formación de tejido (Sharma S. & Tiwari S. 2020; Xiao S. et al. 2019). 

Los hidrogeles pueden ser clasificados de distintas formas; por su entrecruzamiento pueden 

clasificarse en hidrogeles físicamente entrecruzados o de autoensamblado, y en hidrogeles 

químicamente entrecruzados. Los hidrogeles físicos son fáciles de producir y no requieren de 

agentes entrecruzantes ya que se basan en interacciones físicas que permiten que no sean solubles 

en un medio acuoso, mientras que los hidrogeles químicos son estables formados por enlaces 

covalentes, mecánicamente más fuertes y con mayor tiempo de degradación ( Maitra, J. & Vivek 

K. S. 2014; Sharma S. & Tiwari S. 2020). 

El uso de la gelatina en la ingeniería de tejidos se ha estudiado por su biodegradabilidad, 

biocompatibilidad, costo bajo y un origen biológico con naturaleza polielectrolítica, se ha visto su 

uso para la fabricación de andamios por electrohilado, pero requiere de un solvente o tratamiento 

específico para su uso como el entrecruzamiento químico o enzimático, también se ha estudiado 

sus propiedades como hidrogel combinado con otros polímeros para mejorar sus propiedades 

mecánicas (Zamani R. et al. 2018; Ye, J. et al. 2021). 
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El uso de hidrogeles de ácido hialurónico se ha estudiado por su capacidad de imitar el tejido 

humano, la biocompatibilidad y la capacidad de ajuste de las propiedades de degradación, se ha 

estudiado para la administración de moléculas en hidrogel y se notó que el grado de liberación 

podía variar con el grado de entrecruzamiento y la incorporación de microesferas (Zhu Z. et al. 

2017; Abatangelo G. et al. 2020). También se ha estudiado la bioimpresión de HA-Ma con Ge-Ma 

(ácido hialurónico y gelatina metacrilados) donde los hidrogeles mostraban variedad en la 

propiedad de viscoelasticidad siendo biocompatible y favoreciendo la unión y proliferación celular 

(Burdick J.A. & Prestwich G.D. 2011). 

 

5.2.1 Entrecruzantes  

Muchos biomateriales poliméricos se utilizan por sus grandes ventajas, sin embargo, tienen 

limitaciones principalmente asociadas a sus propiedades mecánicas e inestabilidad en los entornos 

fisiológicos. Los entrecruzantes se encargan de interconectar moléculas mejorando la estabilidad, 

disminuyendo la degradabilidad y las propiedades mecánicas estableciendo enlaces entre los 

grupos funcionales (Reddy N. et al. 2015).  

Existen 4 tipos de entrecruzantes; físicos, químicos, enzimáticos y no enzimáticos; los 

entrecruzantes químicos producen enlaces químicos entre dos o más moléculas mediante enlaces 

covalentes inter o intramoleculares, es muy usado en la medicina regenerativa por su capacidad de 

generar modificaciones químicas con un mayor grado de entrecruzamiento (Reddy N. et al. 2015; 

Arora B. et al. 2017; Krishnakumar G. S. et al. 2019).  

El glutaraldehído es de los principales entrecruzantes utilizados, ya que reacciona con los grupos 

funcionales de proteínas y carbohidratos formando enlaces covalentes, mejorando las propiedades 
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mecánicas, sin embargo, se ha mostrado citotoxicidad dependiente de la concentración (Reddy N. 

et al. 2015).  

El éter diglicidílico de 1,4-butanodiol, también conocido como BDDGE es un entrecruzante 

principalmente utilizado para colágeno, su mecanismo de entrecruzamiento forma enlaces 

covalentes, dependiente de los grupos epóxidos, el pH y la temperatura (Krishnakumar G. S. et al. 

2019).   

Dentro de los entrecruzantes se encuentra el EDC o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 

hidrocloruro, el cual activa los grupos de ácido carboxílico o los grupos fosfatos de cualquier 

biopolímero formando O-urea, mientras que se une a un grupo amina formando un enlace amida 

liberando iso-urea como subproducto que puede ser eliminado con agua. El EDC ha mostrado la 

capacidad disminuir la velocidad de degradación, mejorar las propiedades mecánicas y mantener 

la estructura de la matriz, además de tener ventaja sobre otros entrecruzantes al no quedarse en el 

enlace químico y ser liberado como sustituto de la urea (Powell H. M. & Boyce S.T. 2006; 

Krishnakumar G. S. et al. 2019).  

 

6. Inmunoterapia e ingeniería de tejidos  

El campo naciente de la inmunoingeniería tiene como objetivo proporcionar nuevos enfoques para 

la comprensión y aplicación de la ingeniería, se basa en crear y aplicar principios de la ingeniería 

para investigar y modular al sistema inmunológico. En la terapia contra el cáncer, la 

inmunoingeniería crea conocimiento en escalas que van desde lo molecular hasta lo celular, 

incluyendo la liberación prolongada de fármacos (Green J.J. 2021). 

Los biomateriales desarrollados en la ingeniería de tejidos se pueden utilizar en la inmunoterapia 

contra el cáncer ya que ofrecen la capacidad de proteger moléculas o células bioactivas controlando 
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su liberación, además de permitir la administración de múltiples agentes, reduciendo la toxicidad 

y el tamaño de la dosis (Koshy, S. T., & Mooney, D. J. 2016). Los agentes pueden incluir moléculas 

inmunoestimulatorias, ácidos nucleicos adyuvantes, proteínas y anticuerpos (Ali O.A. & Mooney 

D.J. 2010).  

Uno de los obstáculos en las estrategias terapéuticas que incluyen inmunoterapia, es que las terapias 

requieren de altas dosis para conseguir concentraciones que sean biológicamente efectivas para 

realizar su función en los tejidos objetivos; lo que puede generar toxicidad o puede limitar su 

efectividad para generar la activación correcta de las células, por lo que el uso de biomateriales 

puede permitir sobrellevar algunas de las limitaciones (Cheung, A. S., & Mooney, D. J. 2015).    

Los biomateriales pueden ser liberados por implantación quirúrgica o por inyección. Los 

biomateriales que pueden emplearse en procedimientos invasivos son preferidos, pero la elección 

de la ruta de liberación depende de la accesibilidad del sitio de entrega y las propiedades mecánicas 

del biomaterial (Cheung, A. S., & Mooney, D. J. 2015).  

Los andamios con biomateriales son diseñados para ser biocompatibles y biodegradables, 

permitiendo una entrega mínimamente invasiva, generalmente con cargas bioactivas cuya cinética 

de liberación puede regular la respuesta inmunológica resultante.  Las construcciones de 

biomateriales tridimensionales están diseñadas para proporcionar el soporte estructural necesario 

para la entrega de moléculas pequeñas, factores biológicos y células, como depósitos a largo plazo 

para la presentación controlada de moléculas bioactivas y como nichos con microambientes 

controlados que regulan la función celular, regulan el tráfico y la activación de las células 

inmunitarias in situ (Han, S., & Wu, J. 2022; Ali O.A. & Mooney D.J. 2010). 

Los sistemas inyectables pueden ser diseñados para la gelación in situ o como andamios 

preformados maleables o con memoria de forma. Un tipo de sistema inyectable son los hidrogeles 
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que son construcciones altamente porosas que forman estructuras similares a la matriz extracelular. 

Las ventajas proporcionadas por estos sistemas son que evitan el daño innecesario al tejido y las 

complicaciones asociadas por la respuesta inflamatoria, además sus propiedades viscoelásticas 

pueden amoldarse a cualquier espacio disponible interctuando fácilmente con los sistemas vivos 

(Leach, D. G., Young, S., & Hartgerink, J. D. 2019; ). 

Algunos ejemplos son la colágena, el quitosano y alginato que se pueden modificar en su densidad 

de reticulación para desarrollar geles con degradación definida y rigidez que puede influir en la 

cinética de liberación o unión de biomoléculas inmunoestimulatorias para la administración de 

fármacos, la viabilidad y estado de activación de las células (Leach, D. G., Young, S., & Hartgerink, 

J. D. 2019; Adu-Berchie, K., & Mooney, D. J. 2020).   

Por su parte, los nanomateriales se dirigen a diferentes células o localizaciones subcelulares según 

el tamaño y la opsonización, ofrecen características especiales para la penetración de barreras 

intersticiales y mucosas para acceder a las células presentadoras de antígenos de manera más 

eficiente y realizar la liberación de su carga después de la endocitosis; además, poseen la capacidad 

de imitar señales endogenas y señales agonistas de TLR para la activación de la respuesta 

inmunológica (Cheung, A. S., & Mooney, D. J. 2015).  

Antecedentes  

Hong S. R. et al. en 2004 elaboraron andamios de Ge/HA con una proporción de 9/1 y 7/3 

liofilizados y entrecruzados con EDC, los resultados mostraron que el andamio 9/1 (20-50μm) tuvo 

un tamaño de poro promedio menor al de 7/3 (60-100μm). Los andamios fueron cortados, 

esterilizados e implantados en ratas Wistar donde se observó una degradación similar de ambos 

andamios a los 15 días, sin embargo, el andamio 7/3 tuvo una degradación mayor (60%) los 
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primeros días favoreciendo el depósito de colágena, además de mostrar una respuesta inflamatoria 

mayor favoreciendo la migración prolongada de neutrófilos y fibroblastos. 

 

Eggert A. O. et al. en el 2004 obtuvo dos péptidos con secuencias de 13 aminoácidos con alta 

afinidad a MHC-I. El primer péptido, LGITYDGM ubicado en MAGE-A1–3 y MAGE-A5 y el 

segundo, HNTQYCNL, en MAGE-A5. Se vacunaron ratones dos veces con los péptidos y después 

de 6 días de estimulación in vitro se analizaron con ELISPOT donde se observó una secreción 

específica de IFN-γ principalmente en MAGE-A5. Posteriormente en sus estudios in vivo de 

análisis de inmunidad protectora a la exposición a melanoma B78-D14, en MAGE-A5 se obtuvo 

una carga tumoral similar al control positivo (TRP2), además de observar linfocitos CD8+ en los 

sitios de metástasis de los ratones tratados con MAGE-A5.  

 

Fan Zhang et al. en el 2011 elaboró andamios 3D de Ge/HA a una concentración de 0/100, 20/80, 

40/60, 60/40, 80/20 y 100/0 liofilizados y entrecruzados con EDC al 50 mM, los resultados 

reportados muestran que a mayor concentración de HA el tamaño de los poros aumenta y la forma 

tiende a alargarse y volverse irregular, además de aumentar la absorción de agua y el porcentaje de 

degradación. Los andamios no son citotóxicos y la viabilidad celular aumenta al aumentar la 

concentración de gelatina, por lo que concluye que el andamio puede ser viable para la ingeniería 

de tejidos blandos como piel, cartílago y vasos sanguíneos. 

 

Arellano R. en 2014 construyó andamios de Ge/HA en una proporción 4/1 liofilizados y 

entrecruzados con concentraciones de 6, 30, 50 y 60 mM de EDC, los resultados reportados 

muestran que la porosidad es mayor a menor concentración de EDC, además de aumentar el 
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número de poros por andamio a mayor concentración debido a la disminución del tamaño de estos, 

lo cual a su vez mostró una disminución en la capacidad de absorción con el aumento de 

concentración (con excepción de 50mM) y por último el cultivo de células fue viable en las 

concentraciones de EDC iguales o menores a 50mM.  

 

Piñón Zárate G. et al. 2014 usó células de médula ósea estimuladas con GM-CSF para 

diferenciarlas en células dendríticas derivadas de médula ósea (BMDC) y posteriormente 

estimuladas con TNF-α, MAGE-AX y GK-1 en diferentes grupos analizando el efecto de los 

elementos en su fenotipo donde observó que todos los grupos mostraron un incremento en la 

expresión estadísticamente significativo respecto al grupo control de moléculas coestimuladoras  

CD4, CD80 y CD86. Para los experimentos in vivo inoculó 60,000 células de B16-F10 y después 

de una semana inició un protocolo de inmunización cada semana por 3 semanas de BMDC 

maduradas con TNF-α, estimuladas MAGE-AX, GK-1 y MAGE-AX/GK1 y un grupo control 

obteniendo 5 grupos. Los grupos con MAGE-AX o GK-1 mostraron las mayores áreas de muerte 

tumoral y una sobrevida del 10% hasta el día 40, mientras que el grupo estimulado con MAGE-

AX/GK-1 mostró grandes áreas de muerte tumoral y el menor crecimiento tumoral asociado a una 

sobrevida del 40% hasta 1.5 años después, lo cual se relacionó con el porcentaje de proliferación 

de linfocitos CD8+  y a una mayor producción de IFN-γ.  

 

Jarquín K. en 2017 elaboró andamios de Ge/HA a una proporción 4/1 liofilizados y entrecruzados 

con concentraciones de 6, 30, 50 y 60 mM de EDC. Observó que al aumentar la concentración de 

EDC el tamaño de los poros en los andamios disminuían su tamaño y absorción y aumentaban su 

citotoxicidad mostrando una disminución en la presencia y adhesión de células en los cultivos y 
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concluyó que una concentración menor a 50mM de EDC es viable para la realización de una mayor 

investigación y estudio. 

 

De la Rosa C. en 2021 elaboró andamios de Ge/HA liofilizados y entrecruzados con una 

concentración de 50 mM de EDC, en los cuales observó adherencia y no obtuvo citotoxicidad. 

Implantó los andamios en ratones C57BL/6 y al realizar el análisis histológico observó 

reclutamiento de neutrófilos y macrofagos hasta 10 días posteriores a la implantación,  al inocular 

a los ratones con melanoma y observar la diferencia entre ratones tratados con andamio y sin 

andamio, obtuvo una disminución en el tamaño tumoral estadísticamente significativa en presencia 

del andamio observando una disminución en el estroma tumoral y menor angiogénesis. 

Justificación  

El melanoma es una enfermedad de bajo pronóstico debido a su alta mortalidad y capacidad 

metastásica. La inmunoterapia ha ofrecido opciones de tratamiento específicas, sin embargo, las 

opciones pueden inducir toxicidad y baja efectividad debido a la corta vida media de las moléculas 

y células o los efectos adversos que pueden inducir. El uso de biomateriales de ingeniería de tejidos 

ofrece una alternativa para la liberación gradual de moléculas que permiten el reclutamiento y la 

activación de células in situ, lo que lleva a una respuesta inmunológica prolongada.  

Un hidrogel Ge/HA acoplado a MAGE-A5 y CpGs permite la liberación gradual de las moléculas 

de CpGs que favorecen el desarrollo de una respuesta innata, y MAGE-A5 que permite una 

respuesta específica y la activación de linfocitos, lo cual junto a las propiedades inmunogénicas 

propias del hidrogel previamente mencionadas, puede favorecer el reclutamiento y activación de 

células presentadoras de antígenos  y el reclutamiento, la activación y proliferación de los linfocitos 

T que son las principales células efectoras en las respuestas antitumorales. 



45 

 

Objetivos 

Objetivo general  

Analizar el efecto de hidrogeles inyectables de Ge/HA, Ge/HA MAGE-A5, Ge/HA CpGs y Ge/HA 

MAGE-A5 CpGs en linfocitos T en un modelo murino C57BL/6 inoculado con melanoma. 

 

Objetivos particulares 

● Construir andamios de Ge/HA, Ge/HA MAGE-A5, Ge/HA CpGs y Ge/HA MAGE-A5 

CpGs. 

● Fabricar los hidrogeles inyectables de Ge/HA, Ge/HA MAGE-A5, Ge/HA CpGs y Ge/HA 

MAGE-A5 CpGs. 

● Analizar la respuesta in vitro de linfocitos T de esplenocitos cultivados sobre los andamios. 

● Evaluar la presencia y maduración en linfocitos T en ganglios y bazo de ratones C57BL/6 

después de ser inyectados subcutáneamente con los hidrogeles de Ge/HA, Ge/HA MAGE-

A5, Ge/HA CpGs y Ge/HA MAGE-A5 CpGs.  

● Inducir melanoma B16-F10 en los ratones C57BL/6 posterior a la inyección de los 

hidrogeles.  

● Realizar el análisis de crecimiento tumoral y el análisis histológico de los ratones. 

 

Hipótesis 

Si los hidrogeles de Ge/HA acoplados a CpGs y MAGE-A5 inoculados en ratones C57BL/6 con 

melanoma inducido, estimulan al sistema inmunológico, entonces se inducirá la proliferación y 

activación de linfocitos T con lo cual se generará una respuesta antitumoral. 
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Metodología 

Diseño experimental 

 

Material biológico 

Para el desarrollo de la investigación se utilizaron 51 ratones macho C57BL/6 con haplotipo H2Kb 

de 7 semanas de edad, de los cuales 2 ratones se utilizaron para los experimentos in vitro y 49 se 

utilizaron en los experimentos in vivo divididos en 5 grupos. 

Los ratones C57BL/6 fueron mantenidos en condiciones de luz/oscuridad controladas, en cajas 

sólidas con aserrín libre de pirógenos y con tapa removible en forma de reja, con disponibilidad de 

agua y alimento las 24 horas; en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Medicina de la 
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UNAM y fueron sacrificados bajo los criterios y la aprobación del Comité de Ética e Investigación 

de la Facultad de Medicina y la NOM-062. 

 

Construcción de andamios 

Se elaboraron andamios tridimensionales porosos de Ge/HA, además de andamios de Ge/HA 

complementados con MAGE-A5, andamios de Ge/HA complementados con CpGs y  andamios de 

Ge/HA complementados con MAGE-A5 y CpGs. 

Para la elaboración de los andamios se utilizó el método Arellano 2014, disolviendo en una 

proporción 4:1 Ge/HA (ambos Sigma Aldrich St. Louis MO. USA) en agua destilada, la mezcla se 

realizó en baño maría a una temperatura de 40ºC por 30 minutos en agitación constante hasta que 

se obtuvo una solución homogénea. Para los andamios complementados con MAGE-A5 y CpGs, 

durante la preparación de la mezcla de gelatina/ácido hialurónico se agregaron 40 μl/ml de CpGs 

sintetizado por InvivoGen Mouse TLR9Agonist Kit (San Diego, CA, USA) y/o 20 μl/ml de 

MAGE-A5 (LGITYDGM) con 94% de pureza sintetizado por Research Genetics (Invitrogen, 

Leiden, Holanda) dependiendo del tratamiento.  

Posteriormente se colocó 1ml de la solución en tubos Eppendorf de 1.5ml con ayuda de una jeringa, 

se centrifugó para la eliminación de burbujas, se dejaron enfriar por una hora y posteriormente 

congelaron a -20ºC durante 24 horas para ser liofilizados a una temperatura de -110ºC durante 10 

horas a 0.025hPa de presión atmosférica. Para el entrecruzamientos los andamios obtenidos se 

colocaron en una solución de 30mM de EDC (N-(3-dimetilaminopropil))-N-etilcarbodiimida) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en etanol al 96% a 4ºC toda la noche. Los andamios fueron 

lavados 3 veces con agua destilada para eliminar los residuos de EDC y los productos de la reacción 

iso-urea para finalmente ser liofilizados por 8 horas en las condiciones preestablecidas. 
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Experimentos in vitro  

Para los experimentos in vitro se utilizaron a dos ratones C57BL/6 que previamente habían sido 

inoculados con 60,000 células de melanoma B16-F10 que iniciaban el proceso de desarrollo 

tumoral. Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical, para después reseccionar el bazo y 

lavarlo 3 veces con PBS estéril a 4ºC en agitación constante. El bazo se colocó en cajas petri de 

5cm entre 2 mallas de nylon con poros de 200 micras en una caja petri con 5ml de medio RPMI 

suplementado. Con ayuda de un émbolo se maceró el bazo para obtener el sobrenadante y se 

centrifugó a 2000 rpm por 3 minutos para obtener las células a las que se les realizó un conteo de 

viabilidad celular con azul tripano en una cámara de Neubauer. 

 

Los andamios preparados con las características previamente mencionadas se cortaron en 

fragmentos de 5mm de grosor y 7 mm de diámetro aproximadamente, se separaron por tratamiento, 

se colocaron en cajas de 6 pozos y se colocaron con luz UV en la campana de flujo laminar a 37ºC 

antes de su uso. 

De los esplenocitos obtenidos de los ratones con melanoma se cultivaron 1.5 millones de células 

por pozo en cajas de 24 pozos, con 2 ml de medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal 

bovino y 1% de antibiótico, colocando además por pozo un andamio previamente esterilizado de 

los 4 tratamientos GE/HA, GE/HA CpGs, GE/HA MAGE-A5 y GE/HA CpGs MAGE-A5 y un 

grupo control con solo las células y medio RPMI.  Se incubaron por 5 días a 37°C y 5% CO2 y se 

observaron al microscopio para observar la adhesión celular, posteriormente se obtuvieron las 

células para ser teñidas con fluorocromos y ser analizadas por citometría de flujo en el citómetro 

FACSCalibur evaluando fenotipos de linfocitos auxiliares CD3+CD4+, linfocitos citotóxicos 

CD3+CD8+ y el nivel de activación con CD137 usando como control células sin teñir. 
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Experimentos in vivo   

Fabricación de hidrogeles 

Para determinar la disolución a la cual se debían de preparar los andamios para obtener los 

hidrogeles se realizaron pruebas de solubilidad con andamios de Ge/HA con diferentes pesos 

siendo el menor 0.0075g y el mayor 0.0097g hidratados con agua destilada con 150μl, 250μl y 

500μl, se dejaron por 24 horas en cajas de 6 pozos y posteriormente se maceraron con ayuda de un 

émbolo y se colocaron en una aguja para determinar la facilidad de inyección, seleccionando los 

andamios con un peso de 0.0097g y 500μl. 

Los andamios de GE/HA, GE/HA CpGs, GE/HA MAGE-A5 y GE/HA CpGs MAGE-A5 se 

cortaron en fragmentos de 0.0097g y se hidrataron con 500μl de PBS estéril por toda la noche a 

una temperatura de 37ºC y posteriormente fueron esterilizados con luz UV, finalmente los 

andamios fueron macerados con la ayuda de un émbolo y colocados dentro de una aguja de 5ml 

para ser utilizados. 

 

Evaluación del efecto de los hidrogeles de Ge/HA en esplenocitos y células del ganglio de 

ratones 

Los ratones C57BL/6 se dividieron en 4 grupos (A) Grupo Ge/HA, (B) Grupo Ge/HA CpGs, (C) 

Grupo Ge/HA MAGE-A5 y (D) Grupo Ge/HA MAGE-A5 CpGs, cada uno con 6 ratones, los 

cuales fueron inyectados de forma subdérmica cerca del ganglio inguinal con 100μl del hidrogel 

obtenido. 

Para la evaluación de linfocitos T se sacrificaron 2 ratones por grupo mediante dislocación cervical 

a los 7 días y a los 21 días. De los ratones sacrificados se obtuvieron los 2 ganglios inguinales y el 

bazo (ganglios juntos y bazo por separado) y se colocaron en tubos falcón con PBS a 4ºC para 
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lavarlos 3 veces con PBS. Posteriormente los ganglios y bazos obtenidos se colocaron en una caja 

petri por separado con 1 ml de medio RPMI suplementado y con ayuda de un émbolo se disgregaron 

los órganos y se obtuvo el sobrenadante, el cual se colocó en un tubo falcon, después se lavó la 

caja con otro mililitro de medio y se colocó en el mismo tubo. Con ayuda de una cámara de 

Neubauer se hizo un conteo celular y se cultivaron un millón de células por pozo junto con 2ml de 

medio RPMI y 25µM de MAGE-A5 para estimularlas en cajas de 24 pozos por 3 días a 37ºC y 5% 

de CO2 para expandirlas. Finalmente, se obtuvieron las células, se tiñeron y se analizaron por 

citometría de flujo en el citómetro FACSCalibur evaluando fenotipos de linfocitos auxiliares 

CD3+CD4+, linfocitos citotóxicos CD3+CD8+ y el nivel de activación con CD137 usando como 

control células sin teñir.  

 

Inducción del melanoma y evaluación histológica 

Cultivo de células B16-F10 

Las células B16-F10 de melanoma (The American Type Culture Collection, USA) se cultivaron en 

frascos de cultivo celular con 10ml medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino y 

1% de antibióticos, a 37°C, 5% CO2 y 95% de humedad, observándolas y cambiando el medio 

cada tercer día. 

Inducción del melanoma 

Los ratones C57BL/6 del grupo de sobrevida se dividieron en 5 grupos, (A) Sin tratamiento, (B) 

Ge/HA, (C) Ge/HA MAGE-A5, (D) Ge/HA CpGs y (E) Ge/HA MAGE-A5/CpGs con 5 ratones 

cada uno.  
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Los ratones se inyectaron de forma subdérmica con 100μl de hidrogel cerca del ganglio inguinal, 

21 días después se inocularon mediante una inyección con 50,000 células B16-F10 de melanoma 

en la región inguinal y se observó el crecimiento tumoral cada tercer día con ayuda de un Vernier 

midiendo las dimensiones de la masa tumoral y sacrificando a los organismos al tener un diámetro 

tumoral mayor de 2 cm. 

Análisis histológico 

Los ratones con un diámetro tumoral de 2 cm o cercano, se sacrificaron por dislocación cervical 

para extraer los tumores, los cuales fueron fijados con formol por 24 horas, posteriormente se 

cortaron en fragmentos para ser fijados en parafina y poder ser procesados con técnica histológica 

convencional y teñidos con hematoxilina/eosina. Las muestras fueron observadas con el 

microscopio fotónico Nikon Eclipse para tomar fotomicrografías con el programa NIS Elements F 

a 4x, 10x, 20x y 40x para observar las diferencias en los tumores de los distintos tratamientos. Las 

fotomicrografías a 20x fueron estudiadas mediante el programa Image Pro Plus 7 donde se 

seleccionaron las zonas que contenían tumor, las áreas en blanco y las zonas que presentaban 

muerte celular masiva para ser graficado. 

 

Análisis de datos 

Para el análisis estadístico se realizó un ensayo ANOVA de 2 vías y luego una prueba post hoc de 

Tukey  para ver si hubo cambios significativos, considerando como significativa una p < 0.05. 

Todas las gráficas y el análisis estadístico se realizaron con el programa GraphPad 9. 
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Resultados y Discusión 

Construcción del andamio 

Los andamios obtenidos de Ge/HA (en proporción 4/1) y las combinaciones con MAGE-A5 y 

CpGs entrecruzados con EDC a 30mM, fueron de apariencia esponjosa y con consistencia sólida, 

pero comprimible. Los andamios al cortarlos tuvieron un peso de 0.0097g y no se observaron 

diferencias visibles entre los distintos tipos de andamios fabricados.  

El uso de EDC como entrecruzante de Ge/HA se ha utilizado en diversos estudios como es el caso 

de Ali et al. 2009 donde se utilizó EDC al 50 mM para entrecruzar andamios de Ge/HA a distintas 

concentraciones. Por otro lado, Chag K.C. et al. 2021 utilizaron EDC al 1% para entrecruzar un 

hidrogel de Ge/HA complementado con hinokitiol. Wu S. et al. 2017 también entrecruzó andamios 

de Ge/HA con 0.1% de EDC, de acuerdo con sus resultados, que coinciden con los de este proyecto, 

se obtuvieron andamios porosos con capacidad de absorber agua y no degradarse rápidamente 

después de su formación.  

  

Experimentos in vitro 

Mediante el cultivo de esplenocitos obtenidos de los bazos de ratones con melanoma, se pudo 

observar la interacción de las células con el andamio como se resalta en la Figura 8. El andamio se 

observa como una estructura interconectada formada de poros donde se puede notar que los 

esplenocitos se encuentran principalmente en los espacios formados por los poros y en cierta 

medida en los contornos.   

Estudios de citotoxicidad del andamio de Ge/HA entrecruzado con EDC fueron realizados por 

Jarquín Y.K. 2016 cultivando BMDC en los andamios entrecruzados a distintas concentraciones 

obteniendo viabilidad a concentraciones menores de 60mM. Posteriormente De la Rosa 2021 
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cultivó esplenocitos sobre el andamio entrecruzado con EDC a 50mM observando viabilidad 

celular. De la Rosa 2021 también observó la interacción de las células con el andamio y observó la 

presencia de células en los contornos del andamio, similar a lo observado en este trabajo. 

 

Figura 8. Fotomicrografía del andamio con esplenocitos murinos después de 3 días de cultivo  

 

Efecto de los andamios en los linfocitos de bazo in vitro  

Para evaluar el fenotipo  de los linfocitos T en los distintos tratamientos, los andamios se cultivaron 

con esplenocitos del modelo C57BL/6 durante tres días y se evaluaron por citometría de flujo con 

los fenotipos CD3+CD4+, CD3+CD8+, así como la media de intensidad de fluorescencia (MIF) de 

ambos a CD137 para evaluar la activación.  

Como se puede observar en la Figura 9, se obtuvo una media de células CD3+CD4+ de 65.4% para 

el grupo control, 55.7% en Ge/HA, 68.5% para MAGE-A5, 63.6% para CpGs y finalmente 67.8% 

en MAGE-A5/CpGs; sin embargo, no se pueden observar diferencias significativas entre los 
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distintos tratamientos. Por su parte, en las células CD3+CD8+ se observa que hay variación en la 

proliferación de los grupos. Los grupos con un menor porcentaje de proliferación son los asociados 

a MAGE-A5 y MAGE-A5/CpGs (media de 6 y 7.8% respectivamente); con un porcentaje mayor 

de proliferación en el tratamiento de GE/HA (38.5%) y CpGs (28.5%). La disminución de MAGE-

A5 y MAGE-A5/CpGs respecto al grupo de Ge/HA  es estadísticamente significativa (p de 0.0031 

y 0.0059 respectivamente).  

 

Figura 9. Porcentaje de linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de los cultivos de esplenocitos-andamios de 

Ge/HA. Porcentaje de linfocitos T CD3+CD4+ y porcentaje de linfocitos T CD3+CD8+.  

 

Para conocer el efecto de los andamios en los linfocitos T, se utilizó la media intensidad de 

fluorescencia (MIF) del marcador de CD137, el cual es considerado un marcador de activación y 

proliferación de linfocitos. Como se puede observar en la Figura 10,  no se encontraron diferencias 

en la media de intensidad de fluorescencia de CD137 de los linfocitos CD3+CD4+ en los distintos 

tratamientos siendo la media de los tratamientos entre 10.5 y 11.8. Por otro lado, en los linfocitos 

CD3+CD8+ se pudo observar variaciones no significativas entre los distintos grupos, siendo 
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mayores para el grupo control y los grupos con MAGE-A5 y MAGE-A5/CpGs (con una media de 

7.6, 6.2 y 11.5 respectivamente), e inferiores para Ge/HA y CpGs (media de 2 y 2.2).  

 

Figura 10. Media de intensidad de fluorescencia MIF de CD137 en linfocitos T CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de 

esplenocitos después de 3 días de cultivo con andamios de Ge/HA. 

 

Una cosa importante para tener en cuenta es que los bazos fueron obtenidos de ratones con una 

exposición previa a melanoma, por lo cual, una activación de la respuesta inmunológica ya había 

ocurrido en respuesta a esa exposición, lo que puede explicar que la proliferación fuera tan alta 

para todos los grupos de CD3+CD4+ los cuales pudieron ser activados y ver favorecida su 

proliferación por los macrófagos mediante el MHC-II según lo reportado por Fuerte-Pérez 2023, 

donde se obtuvieron altos niveles de activación con CD80, CD86 y CD40 para los grupos de sin 

tratamiento, MAGE-A5 y MAGE-A5/CpGs y altos niveles de activación para CpGs para 

macrofagos CD3- Ly6c+.  Además de ser posiblemente favorecidos por las citocinas producidas 

por los mismos como IL-12 y TNF-α que favorecen la citotoxicidad de linfocitos CD8+ y la  

formación de los linfocitos Th tipo 1 asociados a un incremento en la generación de la respuesta 

tumoral, por lo que podemos inferir que los linfocitos CD4+ obtenidos son Th1.   
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Por su parte en los linfocitos CD3+CD8+ lo que podemos observar es que si bien la proliferación 

es menor para los grupos con MAGE-A5 y MAGE-A5/CpGs, son los grupos que muestran una 

mayor activación. Los linfocitos CD3+CD8+ o linfocitos citotóxicos, son de las principales células 

que se encargan de la respuesta tumoral, ya que son los linfocitos infiltrantes de tumor que se 

encargan de la inducción de muerte celular. Connsiderando que la proliferación de linfocitos 

observada se debe a la respuesta tumoral que el ratón estaba generando previo a la exposición a los 

andamios, MAGE-A5 al ser un antígeno tumoral puede ser la causa de una menor proliferación ya 

que puede llegar a inducir tolerancia o agotamiento de los linfocitos que ya estaban siendo 

estimulados. Estos resultados pueden relacionarse también con el incremento en los niveles de 

activación para los grupos con MAGE-A5 y con los niveles de activación de CD80 en el 

tratamiento de MAGE-A5 y CD40 en el tratamiento de MAGE-A5/CpGs observados por Fuerte-

Pérez 2023 en células dendríticas MHC-II+CD11c+ encargadas de la presentación mediante MHC-

I y la liberación de IL-12.  

 

Experimentos in vivo 

Elaboración de los hidrogeles 

Para la elaboración de los hidrogeles se realizó una prueba de hidratación en andamios de un 

tamaño de entre 0.0075 y 0.0097g con 150μl, 250μl y 500μl de agua destilada por 24 hrs. con un 

control sin hidratar. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11. donde se resalta que el 

fragmento control sin hidratar (A y a) permaneció sin cambios, los fragmentos hidratados con 150μl 

(B) mantuvieron su estructura sólida después del tiempo establecido (b) y no fue posible 

disolverlos, los andamios hidratados con 250μl (C) después del tiempo de hidratación tenían una 

consistencia blanda que al momento de macerarlo se formaron pequeños fragmentos gelatinosos, 
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sin embargo, no se pudo conseguir una consistencia homogénea (c), finalmente el andamio que fue 

hidratado con 500μl (D) después del tiempo de hidratación tenía una consistencia muy suave y al 

macerarlo se obtuvo un gel con consistencia acuosa, el cual además podía pasar a través de una 

jeringa, propiedad importante para su inoculación en los ratones por lo cual se consideró que el 

volumen adecuado de hidratación era de 500μl. Se ha observado que la capacidad de hinchazón de 

los hidrogeles o su capacidad de absorber agua está dada por el tamaño de los poros, la densidad 

de reticulación y las interacciones entre los polímeros (Velasco Rodriguez B. et al. 2021). Se ha 

reportado que el hinchamiento de hidrogeles y criogeles híbridos de HAMa-GeMa era menor, a 

mayor porcentaje de HAMa o a mayor porcentaje de entrecruzamiento debido a una mayor 

densidad de reticulación lo que disminuye la flexibilidad y capacidad de expansión, además de una 

disminución en la degradación con colagenasa atribuido a la formación de enlaces más fuertes entre 

los materiales (Camci-Unal, G. et al. 2013; Velasco Rodriguez, B. et al. 2021; Rezaeeyazdi, M. et 

al. 2018). 

 

Figura 11. Prueba de hidratación del andamio de Ge/HA después de 24 horas con agua destilada y posterior 

a la maceración del andamio, control (a), con 100 μl (b), 250μl (c) y 500μl (d). 
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Análisis del efecto de los hidrogeles en linfocitos de ganglio  

Como se puede observar en la Figura 12 donde se comparan los linfocitos en ganglios en la semana 

1 y 3, las células CD3+CD4+ durante la primera semana variaron sus niveles de proliferación en los 

distintos grupos siendo menor en el tratamiento de Ge/HA (media de 36%) y aumentando para los 

grupos principalmente de CpGs y MAGE-A5/CpGs (media de 55.2 y 56.4% respectivamente), sin 

embargo, no se observan diferencias significativas entre tratamientos. Para la tercera semana el 

mismo fenotipo no mostró variaciones entre los tratamientos obteniendo una proliferación de 

83.3% para Ge/HA, 81.3% para MAGE-A5, 79.9% para CpGs y 82.2% para MAGE-A5-CpGs, 

por lo cual se puede observar un incremento en el número de células CD3+CD4+ en ganglios de la 

semana 1 a la semana 3 aumentando alrededor del 20% (Figura 12).  

En el fenotipo CD3+CD8+ se puede observar como en la primera semana se encuentra en 13.6% y 

14.1% para el grupo de MAGE-A5 y de Ge/HA y siendo ligeramente inferior para los grupos de 

CpGs y MAGE-A5/CpGs (8.1% y 10.4% respectivamente), por otro lado, en la semana 3 se puede 

observar que no hay diferencias entre los tratamientos obteniendo 13.1% para Ge/HA, 13.3% para 

MAGE-A5, 7.7% para CpGs y 11.3% para MAGE-A5/CpGs para los grupos, por lo que no se 

observan diferencias con respecto a la primera semana.  
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Figura 12. Porcentaje de linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en ganglio después de una semana y tres 

semanas de inoculación de los hidrogeles.   

 

Como se mencionó previamente, para medir la activación de linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ 

se utilizó el marcador CD137, como se puede observar en la Figura 13 durante la primera semana 

el fenotipo CD3+CD4+ no mostró variaciones significativas entre tratamientos, siendo de 6.2 para 

Ge/HA, 6.2 para MAGE-A5, 5.4 para CpGs y 5.8 para MAGE-A5/CpGs y mostrando una 

disminución en la media de intensidad de fluorescencia para la semana 3 en todos los tratamientos, 

siendo 3.5 para Ge/HA, 2.9 para MAGE-A5, 3 para CpGs y 3.2 para MAGE-A5-CpGs. Por su 

parte la media de intensidad de fluorescencia de CD137 de linfocitos CD3+CD8+ mostró ligeras 

variaciones no significativas entre grupos siendo de 6.1 para Ge/HA, 5.3 para MAGE-A5, 4.7 para 

CpGs y 4.5 para MAGE-A5-CpGs y mostrando una disminución para la tercera semana con 1.7 

para Ge/HA, 1.7 para MAGE-A5, 1.6 para CpGs y finalmente 2 para MAGE-A5/CpGs en donde 

no se observan diferencias significativas entre tratamientos, pero si diferencias considerables 

respecto a la primera semana.   
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Figura 13. Media de intensidad de fluorescencia de CD137 en linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de 

ganglios, después de una semana y tres semanas de inoculación de hidrogeles. 

La proliferación de linfocitos T esta dada por un incremento en la producción de IL-2 la cual es 

producida por los mismos linfocitos y también por la producción de IL-12 la cual es producida por 

macrófagos y células dendríticas, el incremento en la producción de IL-12 fue observado al medir 

los niveles de citocinas (datos no reportados). En los linfocitos CD4+, se puede observar un 

incremento en la proliferación de todos los grupos lo cual responde a la respuesta inmune 

adaptativa que muestra un incremento después de los 15 días. El hecho de que no se observan 

diferencias significativas desde el grupo de Ge/HA está relacionado con que el andamio por sí solo 

muestra propiedades inmunogénicas debido a los materiales que lo forman favoreciendo la 

proliferación de leucocitos como fue reportado por De la Rosa 2021. Los CpGs pueden ser 

reconocidos por el TLR9 que se asocia a una respuesta innata inespecífica que conlleva a un 

incremento en la proliferación de linfocitos Th1 (Bode et al. 2003) cuya tendencia se puede 

observar en las gráficas. Mientras que el antígeno es presentado por MHC-I a los linfocitos CD8+, 

este no muestra un incremento significativo, pero se debe tener en cuenta que la respuesta también 

está determinada por las citocinas y las moléculas coestimuladoras localizadas en APCs.  
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Estudios previos han mostrado que el uso de CpGs como adyuvante en vacunas acopladas a 

antígenos tumorales como Melanin-A incrementan la respuesta inmunológica, ya que juntos 

estimulan la activación de células dendríticas por el TLR9, lo cual mejora la respuesta de células 

T (Speiser D.E. et al. 2005); por lo cual, dentro de los resultados esperados se encontraba que al 

colocar los dos elementos (MAGE-A5 y CpGs) la respuesta se viera favorecida, lo cual no fue 

observado. Algo a lo que se puede asociar esta falta de incremento en la respuesta es que el uso de 

una mayor diversidad de elementos puede disminuir la efectividad de los tratamientos, ya sea por 

una menor efectividad al reconocer los elementos, por una posible disminución en la incorporación 

de elementos al andamio o por una inducción de toleracia en las células. En los estudios 

previamente mencionados utilizan más de una dosis y no utilizan más elementos.  

 

Analisis del efecto de los hidrogeles en linfocitos de bazo 

En los esplenocitos o células de bazo se puede observar una tendencia similar a la de las células de 

ganglio (Figura 14), las células CD3+CD4+ durante la primera semana variaron de forma no 

significativa siendo igual para el tratamiento de Ge/HA y el tratamiento de MAGE-A5 (media de 

49% y 49.4%), ligeramente mayor para CpGs (62.8%) e inferior para MAGE-A5/CpGs (43.9%), 

mientras que en la tercera semana el mismo fenotipo CD3+CD4+ no mostró variaciones entre 

tratamientos siendo de 83.3% para Ge/HA, 81.2% para MAGE-A5, 79.8% para CpGs y 82.2% 

para MAGE-A5/CpGs, todo el grupo de tratamientos CD3+CD4+ de la semana 3 muestra un 

aumento respecto a los porcentajes en los tratamientos de la semana 1. Por otro lado, las células 

CD3+CD8+ durante la primera semana mostraron variaciones ligeras entre los tratamientos sin 

diferencias significativas, siendo superior en el tratamiento de Ge/HA (14.8%) y constante para el 

resto de los tratamientos de 8.7% para MAGE-A5, 8.2% para CpGs y 9.7% para MAGE-A5/CpGs, 
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para la tercera semana se observa un ligero incremento en los distintos tratamientos de 14.5% para 

Ge/HA, 19.4% para MAGE-A5, 19.9% para CpGs y 18.7% para MAGE-A5/CpGs.  

 

Figura 14. Porcentaje de linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en bazo después de una semana y tres semanas 

de inoculación de los hidrogeles.    

 

Como se puede observar en la Figura 15 en los linfocitos CD3+CD4+ de bazo no hay variación en 

la media de intensidad de fluorescencia entre tratamientos en la primera semana siendo de 2.8 para 

Ge/HA, 3.7 para MAGE-A5, 2.2 para CpGs y 3.5 para MAGE-A5/CpGs, mostrando un aumento 

durante la semana tres a 9.3 para Ge/HA, 8.1 para MAGE-A5, 6.9 para CpGs y 6.8 para MAGE-

A5/CpGs. Por su parte, la media de intensidad de florescencia de los linfocitos CD3+CD8+ se 

muestra de igual forma con una MIF de 2.8 para Ge/HA, 3.1 para MAGE-A5, 1.6 para CpGs y 3.1 

para MAGE-A5/CpGs durante la primera semana con incremento a 27.7 para MAGE-A5, 34.1 

para CpGs y 15.5 para MAGE-A5/CpGs, mostrando un incremento estadísticamente significativo 

de los grupos de MAGE-A5 y CpGs respecto al grupo de Ge/HA (valor de p de 0.02 y 0.0026 

respectivamente).  
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Figura 15. Media de intensidad de fluorescencia de CD137 en linfocitos CD3+CD4+ y CD3+CD8+ de bazo, 

después de una semana y tres semanas de inoculación de hidrogeles.  

 

Al igual que en células de ganglio se puede observar un incremento de linfocitos CD4+, de acuerdo 

con lo estudiado por Fuerte Perez 2023, se observa una mayor activación de macrofagos CD3-

Ly6C+ que favorecen la presentación por MHC-II asociado a la proliferación de linfocitos CD4+, 

si bien no hay un incremento significativo de células CD8+, hay una tendencia que responde a las 

posibles citocinas que están siendo liberadas por las células atraídas por el hidrogel como la IL-12 

y TNF-α que es producida por los macrófagos. Una de las citocinas que se vio incrementada fue el 

IFN-γ (datos no reportados), la cual es una molécula que favorece la actividad de los macrófagos 

y la expresión del MHC-I en las APCs, así como en el desarrollo y la activación de los linfocitos. 

Lo cual puede asociarse con el incremento significativo en la activación de CD8+ observado para 

los grupos de MAGE-A5 y CpGs. 
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Análisis de sobrevida 

Volumen tumoral 

Para observar el efecto de los hidrogeles de Ge/HA, estos se inocularon a grupos de 5 ratones por 

tratamiento, posteriormente se les inocularon 60,000 células de melanoma B16-F10 y se observó 

el desarrollo del tumor.  

En la Figura 16 se puede observar el crecimiento tumoral a partir del día 22 posterior a la 

inoculación de melanoma. En el día 22 se puede observar que el crecimiento tumoral para todos 

los grupos es menor a 5mm3, con excepción del grupo sin tratamiento; para el día 24 se observó un 

incremento principalmente en el grupo sin tratamiento donde aumentó a 21 mm3 y el grupo MAGE-

A5 que incrementó a 7 mm3; para el día 26 el grupo sin tratamiento tuvo un tamaño tumoral de 23 

mm3, el grupo MAGE-A5 incrementó a 10 mm3, los grupos Ge/HA y CpGs alcanzaron un tamaño 

de 5 mm3 y finalmente el grupo MAGE-A5/CpGs no tuvo crecimiento tumoral. Al día 28, se realizó 

el sacrificio de todos los ratones que hubieran desarrollado tumor, por lo que se redujo el múmero 

de ratones del grupo de Ge/HA, MAGE-A5 y CpGs, mientras que el grupo sin tratamiento se quedó 

sin ratones. Para el día 32 se observó desarrollo tumoral en los ratones restantes del grupo de 

Ge/HA, mientras que el grupo de MAGE-A5/CpGs también mostró desarrollo tumoral de 3 mm3; 

para el día 34 el tamaño tumoral del grupo Ge/HA alcanzó el tamaño de 8 mm3,y del grupo MAGE-

A5/CpGs 11 mm3, los cuales fueron sacrificados, terminando así con los ratones de ambos grupos. 

Posterior al día 34, el grupo MAGE-A5 volvió a mostrar desarrollo tumoral llegando a un tamaño 

tumoral de 6 mm3 para el día 40, mientras que los ratones restantes del grupo CpGs no mostraron 

desarrollo tumoral para el día 40 cuando se terminó el experimento.  



65 

 

 

Figura 16. Gráfica del volumen tumoral de los ratones CD57BL/6 del día 22 al 40 posterior a la inoculación 

del melanoma de los distintos tratamientos. 

 

Análisis histológico 

Para el análisis histológico de los tumores se utilizó la técnica histológica convencional, los cortes 

de los tumores se tiñeron con hematoxilina/eosina y se observaron en el microscopio Nikon 

ECLIPSE 80i con el programa NIS-Elements F.  

En la Figura 17,  el estroma tumoral del grupo Sin tratamiento (A), se pueden observar las células 

basófilas vivas con amplia producción de melanina, sin muestras de daño o muerte celular. Para el 

tratamiento con hidrogel de Ge/HA (B) se observa una amplia presencia de células basófilas sin 

evidencia de muerte celular y con gran cantidad de vasos sanguíneos en todo el estroma tumoral. 

En el tratamiento con el hidrogel de Ge/HA/MAGE-A5 (C) se puede observar zonas de eosinofilía 

asociadas a muerte celular masiva donde se observan células con restos de material genético, 

intercaladas con células basófilas y la presencia de un vaso sanguíneo limitado. Para el tratamiento 

con hidrogel de Ge/HA/CpGs (D) se pueden observar células basófilas rodeadas de eosinofilia o 
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zonas de muerte celular, con evidencia de restos de material genético y liberación de melanina de 

las células. Finalmente, en el tratamiento con el hidrogel de Ge/HA/MAGE-A5/CpGs (E) se 

observa una zona de amplia muerte celular con evidencia de restos celulares y de material genético, 

además de pequeñas zonas con células basófilas y vasos sanguíneos rodeadas de una zona de 

transición a muerte con liberación de melanina.   

Las fotomicrografías a 20x fueron análizadas mediante el programa Image Pro Plus para ser 

gráficadas, como se puede observar en la gráfica (Figura 17 F), se obtuvo que el grupo con mayor 

zona de muerte tumoral es el grupo de Ge/HA CpGs (33.4%), seguido del grupo Ge/HA MAGE-

A5/CpGs (25%) y por su parte el grupo con menor área de muerte tumoral es el grupo sin 

tratamiento (3.1%). 

El estroma tumoral del melanoma puede variar dependiendo de la zona donde se encuentra el 

tumor, pero incluye colágena tipo I, fibronectina y elastina que son proteínas estructurales de la 

matriz extracelular, sobre la cual se pueden desarrollar fibroblastos y células endoteliales que 

secretan factores de crecimiento que promueven la formación de microvasculatura (Cunquero-

Tomás A.J. & Fernandez Díaz A. 2018). La respuesta antitumoral que se da dentro del 

microambiente tumoral se caracteriza por la presencia de diversas células entre las que se 

encuentran: neutrófilos, macrófagos y linfocitos infiltrantes del tumor (CD8+) que se encargan de 

promover la apoptosis de las células tumorales, si bien no se observan diferencias significativas se 

puede observar una tendencia de incremento de zonas de muerte para los grupos con tratamiento, 

principalmente con CpGs, que si bien se esperaría que el tratamiento combinado tuviera una mayor 

efectividad, se puede observar que también se encuentran elevada la respuesta, similar a lo 

reportado por Piñón-Zárate 2014 donde observó una mayor zona de muerte tumoral en el grupo 

con GK-1 que al igual que CpGs favorece una respuesta innata, asociado también a un incremento 
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en la IL-12, la cual favorece la activación de linfocitos Th-1 y la producción de citocinas como IL-

2 e IFN-γ que es importante para la proliferación e infiltración de linfocitos infiltrantes del tumor 

(Marzagalli M. et al. 2019).  

 
 

Figura 17. Fotomicrografías del estroma tumoral de los distintos tratamientos a 20x. Sin tratamiento (A), 

Ge/HA(B), Ge/HA/MAGE-A5 (C), Ge/HA/CpGs (D) y Ge/HA/MAGE-A5/CpGs (E). Gráfica de la 

relación en las fotomicrogafías de áreas tumorales y áreas de muerte tumorales en los tratamientos (F). 

 

Conclusiones  

Los hidrogeles de Ge/HA acomplados a antígenos MAGE-A5 y al adyuvante CpGs mostraron 

resultados diversos entre los experimentos in vitro y los experimentos in vivo. Los resultados 

obtenidos mostraron que el hidrogel por sí solo posee propiedades inmunogénicas favoreciendo la 

proliferación y activación de los linfocitos CD4+ y CD8+; el hidrogel al ser acoplado a una de las 

moléculas coestimulatorias incrementa la respuesta generada con respecto al hidrogel de Ge/HA 

solo, mostrando que la unión y liberación de los adyuvantes fue adecuada. Estas propiedades se 
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vieron reflejadas al momento de retar a los organismos con B16-F10, donde se observó que al 

acoplar una molecula coestimulatoria, la respuesta antitumoral se veía favorecida, el crecimiento 

tumoral se vio disminuído y el estroma tumoral se encontró con grandes zonas de muerte, 

principalmente con CpGs asociados a una activación inespecífica de la respuesta inmunológica que 

favorece la activación de las células de la respuesta innata que ayudan a la producción de citocinas 

y a la presentación de antígenos para favorecer la activación y proliferación de células citótoxicas 

y la generación de la respuesta antitumoral.  

Los hidrogeles de Ge/HA acoplados a antígenos MAGE-A5 y adyuvante CpGs mostraron ser una 

terapia para ser estudiada; el uso de hidrogeles muestra ser una estrategia prometedora al ser poco 

invasiva y con una buena efectividad, además de poseer propiedades inmunogénicas asociadas 

posiblemente a la respuesta inmunológica innata que favorece la presentación de antígenos y la 

activación de linfocitos T, así como la producción de moléculas coestimuladoras como citocinas.  

Perspectivas  

La inclusión de más de un elemento al andamio/hidrogel puede modificar y reducir la capacidad 

de integración de los elementos. Se sugiere analizar la integración y liberación de los elementos 

acoplados al andamio a distintas concentraciones mediante cinética. 

Los estudios muestran incremento en la respuesta inmunológica adaptativa al realizar más de una 

exposición al estímulo, por lo que se sugiere observar la variación de la respuesta con más de una 

exposición profiláctica.  

Los linfocitos son los principales encargados de la respuesta antitumoral, se puede comprobar la 

localización mediante inmunohistoquímica para identificar los linfocitos infiltrantes de tumor.  

Estudiar la presencia de otras células asociadas a la respuesta lítica contra el tumor como los 

linfocitos NK podría ayudar a entender de mejor forma la respuesta antitumoral.  
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