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III. Introducción 

 
 

A pesar de los avances en el tratamiento del cáncer durante las últimas décadas, sigue 

siendo un desafío debido a la complejidad y heterogeneidad de los tumores, lo cual, 

genera líneas de investigación para la búsqueda de nuevo tratamientos para el cáncer, 

sin embargo, la mayoría de los datos publicados derivan de experimentos realizados en 

condiciones bidimensionales (2D). Estos cultivos de monocapa de células 

convencionales, son creados en condiciones simplificadas y poco realista, no reflejan 

completamente la fisiología del tumor.1 

Cuando se quiere confirmar un fenómeno o mecanismo observado in vitro, el enfoque 

habitual es el uso de modelos animales. Sin embargo, existen muchas preocupaciones 

con respecto a estos métodos. Por lo tanto, el cambio de cultivos 2D a cultivos 

tridimensionales (3D) está motivado por la necesidad de crear modelos celulares que 

capturen mejor las complejidades de la biología tumoral, la interacción célula-célula y su 

microambiente.2-3 

Trabajar en modelos 3D implica la formación de esferoides. Los esferoides son 

agregados que pueden crecer utilizando diferentes métodos, entre ellos el de suspensión, 

encapsulación o crecimiento sobre una matriz 3D. Esto nos permite tener un acercamiento 

al comportamiento                        celular dentro del tumor y poder observar qué tratamientos son más 

efectivos.4 

Uno de los tratamientos de mayor demanda y uso, es la quimioterapia, entendiéndose 

como la aplicación de diferentes tipos de medicamentos que dañan y disfuncionan las 

vías metabólicas de las células malignas.5 

El Cisplatino es un antineoplásico de uso frecuente para la quimioterapia oral contra el 

cáncer, sin embargo, la quimiorresistencia a este fármaco va en aumento en la mayoría 

de los cánceres. Es por ello que una estrategia innovadora, es el uso de nanotecnología 

médica que utiliza materiales que generalmente son de 1 a 200 nm. Estos materiales se 

aplican en el diseño y fabricación de fármacos para su uso terapéutico.6,7
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Dentro de la clasificación general de nanopartículas (NP´s) están las orgánicas e 

inorgánicas, estas últimas, caracterizadas por su citotoxicidad y generación de ROS. Las 

más utilizadas en el campo médico, son el Óxido de Zinc (ZnO) y de Magnesio (MgO), 

teniendo un campo prometedor dentro de la nanomedicina gracias a su excelente difusión 

con los tejidos tumorales. Por lo tanto, este estudio se realizó basado en un modelo 3D 

de un subcultivo linfoide tratado con antineoplásicos, nanopartículas y conjugados, para 

determinar cuál es de mejor eficacia contra las células tumorales.8,9 
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IV. Marco Teórico 
 

 
El cáncer es un importante problema de salud pública en todo el mundo, hablando 

específicamente de las neoplásicas hematológicas, estas son las terceras en clasificarse 

dentro del cáncer en general10, encontrándose por detrás de las neoplasias de pulmón y 

mama. En México, es la 9° causa de muerte y a pesar de ser varias las neoplasias 

identificadas11, los linfomas, las leucemias y los mielomas son los más frecuentes, 

representando el 10 % de todos los diagnósticos de cáncer hematológico.12
 

 

 

 

El tratamiento actual de las neoplasias malignas hematológicas incluye la combinación 

de quimioterapia, radioterapia y/o trasplantes de médula ósea.14 Los avances en el 

tratamiento han mejorado notablemente en las últimas décadas, sin embargo, a pesar de 

las importantes inversiones en la investigación del cáncer, en el descubrimiento y el 

desarrollo de fármacos, menos del 5 % de todos los nuevos fármacos se descubren en 

ensayos de inhibición del crecimiento realizados en paneles de líneas de células 

tumorales en cultivo bidimensional (2D).15
 

Gráfica 1. Estadísticas del cáncer, 2023. 

Fuente: Siegel RL, et al.
13
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Los primeros científicos que realizaron cultivos empleando una técnica in vitro, a finales 

del siglo XIX, encontraron numerosas dificultades y limitaciones. Fue en los años 50 

cuando se establece la primera línea celular (células HeLa), su crecimiento era con un 

medio de cultivo formado por plasma de pollo, extracto de embrión bovino y suero de 

cordón umbilical.16
 

Desde entonces, se han empleado varias líneas celulares, incluyendo las líneas celulares 

derivadas de tumores de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), 

que han sido una herramienta invaluable para los investigadores desde la década de 

1950.17
 

Se denomina cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de 

células in vitro conservando sus características celulares16 y se pueden clasificar en:  

Cultivo de órganos: el tejido, órgano o fragmento de tamaño considerable, se coloca 

sobre una rejilla, esté debe estar situado en la interfase líquido-gas, mantenerse en un 

medio de cultivo con los nutrientes necesarios y a la vez, liberar los desechos que se 

genere, esta disposición del tejido mantiene su tridimensionalidad. Una de sus 

limitaciones es que solo proliferan las células embrionarias situadas en la periferia.16,18
 

Explantes primarios: Es una técnica donde se adhieren fragmentos de tejidos a una 

superficie, quedando en la interfase sólido-líquido, promoviendo el crecimiento celular en 

la periferia, donde pueden proliferar o migrar.16 La muestra fresca puede tratarse con una 

solución antibiótica triple que consta de penicilina, estreptomicina y anfotericina B. Los 

fragmentos de tumor triturados se cultivan en un medio mínimo suplementado con 

aminoácidos, suero y las células epiteliales para que sigan creciendo.17
 

Cultivo celular: Este se obtiene a partir de explantes primarios o suspendiendo en un 

medio de cultivo, células disgregadas obtenidas a través de métodos enzimáticos o 

mecánicos. El cultivo celular de este tipo es el más utilizado y se puede utilizar como 

monocapa adherente o en suspensión en el medio de cultivo.16,18
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El método más popular para establecer una nueva línea celular es por explantes.8 El 

establecimiento de una nueva línea de células cancerosas depende de varios factores, 

siendo el más importante el método de obtención de la muestra. La extirpación quirúrgica 

de tejido tumoral fresco en condiciones asépticas específicamente para uso de 

laboratorio, de áreas no necróticas y no infectadas, aumenta en gran medida la tasa de 

éxito de un cultivo a largo plazo.16-18
 

Actualmente, todas estas dificultades que antes se han nombrado se han superado en 

su mayoría. En las últimas cuatro décadas, miles de laboratorios de todo el mundo han 

llevado a cabo cultivos in vivo de 2D.16 Sin embargo, muchos de los medicamentos fallan 

durante los ensayos clínicos, especialmente durante la fase III, que es la fase de 

eficiencia clínica y/o toxicidad inaceptable.1 

Los modelos 2D proliferan más rápido que las células de tumores primarios, muestran 

patrones alterados de resistencia a los medicamentos y responden preferentemente a los 

agentes antiproliferativos, mientras pasan por alto las células madre tumorales que se 

renuevan a sí mismas y a la población, lo que contribuye a la recurrencia y la metástasis. 

Los ensayos 2D no recapitulan la compleja arquitectura tridimensional, las interacciones 

célula-célula, los microambientes, la cinética de difusión de fármacos y las respuestas a 

los fármacos de los tumores sólidos.19
 

Recientemente, el interés ha aumentado en busca de nuevos modelos que representen 

con mayor precisión el microambiente real donde residen las células en los tejidos. Por 

lo tanto, el comportamiento de las células cultivadas en 3D reflejan más los entornos de 

respuesta celular. La dimensionalidad adicional de los cultivos 3D es la característica 

crucial que conduce a las diferencias en las respuestas celulares, porque no solo influyen 

en la organización espacial de los receptores de superficie celular que interactúan con  

las células circundantes, sino que también, inducen limitaciones físicas a las células, 

muestran una cinética de crecimiento, aumento de contacto célula-célula y célula- matriz, 

alterando los patrones de expresión génica y la resistencia al tratamiento                  antineoplásico, 

también limita, dentro y fuera de los esferoides, la difusión de nutrientes, oxígeno y 

tratamiento antineoplásico.2-4,20,21
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Los esferoides están compuestos por una capa externa de células en proliferación, una 

capa interna de células quiescentes y un núcleo interno de células necróticas. Esta 

disposición refleja el patrón de crecimiento de los tumores sólidos in vivo, con células 

proliferantes que se encuentran más cerca de un suministro de nutrientes y oxígeno. La 

hipoxia constante en el núcleo conduce a la glucólisis y la síntesis de CO2, piruvato y 

lactato, dando como resultado una acidificación del medio.  Las células tienen que 

adaptarse a este ambiente hostil para crecer, por lo tanto, algunos agentes como el 5- 

fluoracilo y el cisplatino, que funcionan con oxígeno, son menos efectivos en el modelo 

3D.15
 

 

 

Imagen 1.- Modelo 2D y 3D  

Fuente: Edmondson R, et al.
1

 

Imagen 2.- Zonas de un esferoide (modelo 3D). 

 Fuentes: Alcántara Q.
22

 



14 
 

Los factores que afectan la formación de los esferoides incluyen el tipo de célula, la 

densidad celular de la siembra, el tipo de medio de cultivo y el tiempo de incubación.17
 

Los esferoides varían de diámetro, sin embargo, es menor a 500 µm, logrando cultivar 

gran número de células en un volumen relativamente pequeño. Cuando los esferoides 

están listos para los experimentos, es muy importante seleccionar esferoides del mismo 

tamaño, ya que una ligera diferencia de diámetro puede resultar en una diferencia de 

volumen dramática.16,17,22
 

Según el tipo de célula utilizada, los cultivos tridimensionales se pueden clasificar en 

Primarios, es decir, cuando el fragmento que se cultivó no sufrió modificaciones y es 

directamente de una célula pluricelular. El otro es el secundario y se denomina así cuando 

parte de células que ya han sido cultivadas previamente, estas se reorganizan sobre una 

malla tridimensional que sirve de estroma  . 16,18
 

Dentro de la generación de esferoides, existen varios métodos: I) métodos de gota 

colgante, II) Métodos de superficie no adherente, III) Cultivo en suspensión, IV) En 

andamios, V) Levitación magnética y bioimpresión, VI) métodos microfluídicos. De los 

cuales, los más utilizados son los siguientes.16,22
 

Método de gota colgante: fue originalmente un método de microbiología utilizado para 

estudiar bacterias en un entorno confinado y controlado. Se colocan gotas de 

suspensiones celulares en la parte inferior de la tapa de una placa Petri. En general, el 

método de la gota colgante es bastante simple y consistente. Se conserva la interacción 

directa natural célula-célula y célula-ECM (matriz extracelular) que tienen lugar in vivo. 

Los esferoides se pueden mantener en cultivo durante varias semanas dentro de la matriz 

de gotas, lo que permite el desarrollo de experimentos complejos.23
 

Formación espontánea de esferoides: Se utilizan placas de fijación ultra baja recubriendo 

con un sustrato inerte (agar o metacrilato de poli-2-hidroxietilo) que evita que las células 

se adhieran a la superficie de los pocillos, lo que obliga a las células a segregarse y formar 

esferoides.15
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Modelos basados en andamios: Las células pueden colocarse en placas en la parte 

superior de la matriz después de la solidificación o mezclarse con hidrogel líquido (matriz) 

y luego colocarse en placas para que las células puedan incrustarse dentro de la matriz 

durante la gelificación. En el primer método, las células simplemente se agregan encima 

del hidrogel después de la solidificación de este, se cultivan a 37°; el segundo método, 

las células se mezclan y se incuban a 37° (las células se incrustan mientras solidifican). 

Matrigel y colágeno son buenos ejemplos de andamios naturales que pueden ofrecer una 

correcta unión celular y una buena reorganización 3D. El colágeno ofrece las ventajas de 

la compatibilidad celular, la posibilidad de adhesión celular sin modificación y un entorno 

viscoelástico nativo para las células. El uso de hidrogel sintético permite el control de las 

propiedades bioquímicas y mecánicas y, por lo tanto, mejora el mimetismo de la matriz 

extracelular tumoral. Debido a sus propiedades inertes permite el crecimiento 3D.15,22-24
 

Si comparamos los modelos 2D y 3D, se pueden enumerar 4 importantes diferencias: 

Primero, las diferencias en propiedades físicas y fisiológicas entre cultivos 3D y 2D. 

Mientras que las células cultivadas en 2D se estiran en un estado no natural sobre un 

sustrato plano, las células 3D en un andamiaje biológico o sintético mantienen su 

morfología celular.1, 25-27
 

En segundo lugar, la diferencia en la expresión y la organización espacial de los 

receptores de superficie en los cultivos 3D y 2D. Muchos de los medicamentos están 

diseñados para designarse a receptores específicos en las superficies celulares. El nivel 

de expresión de los receptores y la eficiencia de unión de un fármaco a estos receptores 

pueden ser diferentes en cultivos 2D y 3D.1, 25,26
 

En tercer lugar, la diferencia en los niveles de expresión del gen del cáncer. Las células 

que crecen en monocapa están bajo estrés y, por lo tanto, algunos genes y proteínas que 

se expresan se alteran como resultado de este estado antinatural. Estos genes y 

proteínas pueden participar en las acciones de los fármacos y, por lo tanto, afectar la 

eficacia de un fármaco para las células.1, 25,26,28
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En cuarto lugar, la diferencia entre las etapas celulares. Mientras que las células en 

cultivo 2D son en su mayoría células en proliferación, las células en cultivos 3D suelen 

ser una mezcla de células en diferentes etapas.1, 25
 

Otro punto importante a considerar, dentro de los modelos 3D, es la comprensión del 

microambiente tumoral (MET-TME) puede ampliar el conocimiento para diseñar enfoques 

terapéuticos más específicos con una mayor capacidad de focalización de las células 

cancerosas. Este, consta de diferentes tipos de células no cancerosas y su estroma que 

tienen un papel específico en su fisiología, estructura y función del tumor.15,24,26
 

Al simular el microentorno multicelular se investiga la fisiología de las células tumorales, 

la respuesta a los agentes terapéuticos, así como el estudio de la proliferación celular, 

apoptosis, la diferenciación de células, la expresión génica, el metabolismo de las células 

tumorales en un contexto multicelular, la cinética de crecimiento y la tasa metabólica.29
 

Las condiciones hipóxicas, hipoglucémicas y ácidas características de la TME 

representan desencadenantes importantes para la liberación de fármacos, la forma de 

administración del fármaco, la resistencia y respuesta a la radioterapia y quimioterapia, 

que son similares a las células in vivo.1,29
 

 

 

Imagen 3.- Microambiente tumoral. 

Fuente: Niculescu.
29
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Pese a los éxitos terapéuticos de la quimioterapia, pocas categorías de fármacos tienen 

un margen tan estrecho de antineoplásico y una posibilidad tan grande de causar efectos 

nocivos al huésped, debido a que, la mayor parte de los fármacos antineoplásicos 

interactúan con el ADN o sus precursores, inhibiendo la síntesis de nuevo material 

genético y ocasionando daños en células malignas y normales. Dentro de la clasificación 

general de estos medicamentos incluyen:  Fármacos alquilantes, antimetabolitos análogos 

del ácido fólico, de la pirimidina y de la purina, hormonas, antagonistas de hormonas y 

específicos moleculares. De los cuales, los alquilantes son los más utilizados.30
 

 

Existen 6 principales fármacos alquilantes en la quimioterapia: Del grupo de las mostazas 

nitrogenadas, etileniminas, alquilsulfonatos, nitrosoureas, triazenos y que metilan el ADN 

y los derivados del platino.31,32 La Administración Federal de Medicamentos (FDA) ha 

aprobado solo siete medicamentos para el cáncer, y son: metotrexato y 5-fluoracilo en la 

década de 1950, biomicina y cisplatino en la década de 1970, docetaxel y cetuximab en 

2006 y pembrolizumab en 2016.6,19
 

El compuesto cis-[Pt (NH3)2cl2] fue preparado y descubierto por primera vez por Michele 

Payroné en 1845 y por eso se le llamo sal de Payroné durante mucho tiempo. La 

estructura de la sal de Payroné fue correctamente deducida por Alfred Werner en 1893. 

Pero la misteriosa propiedad de inhibición de la división celular fue descubierta 

accidentalmente en 1965 por Barnett Rosenberg, un biofísico en el estudio de los efectos 

del campo eléctrico en el crecimiento bacteriano, donde utilizó platino como electrodo y 

cloruro de amonio como tampón. Durante sus experimentos, descubrió que la bacteria E- 

coli seguía creciendo hasta 300 veces su tamaño normal en lugar de división celular al 

aplicar un campo eléctrico y cuando se cortaba el campo eléctrico, la célula bacteriana 

comenzaba a dividirse nuevamente. En 1969, Rosenberg ha demostrado que el cisplatino 

tiene la capacidad de inhibir el sarcoma de 180 ratones y la leucemia de 1210 ratones. 

Las pruebas posteriores sobre el fármaco han encontrado que es activo contra una amplia 

variedad de sistemas tumorales.5,33
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El cisplatino fue aprobado por primera vez por la Administración de Drogas y Alimentos 

de los EE. UU en 1978 para su uso en cánceres testiculares y de ovario. Durante 

décadas, el cisplatino y otros análogos a base de platino se han convertido en armas 

importantes que luchan contra una amplia variedad de cánceres, incluidos el cáncer de 

cabeza y cuello.34,35
 

El modo de acción citotóxico del cisplatino está mediado por su interacción con el ADN, 

principalmente. Después de unirse al ADN, el cisplatino inhibe la replicación y provoca la 

detención en la fase G2 del ciclo celular, lo que da como resultado la apoptosis. Estas 

interacciones dan como resultado un consumo isotónico reducido y/o mantenimiento 

directo de la producción de especies reactivas al oxígeno (ROS). Estas tienen un papel 

doble en la citotoxicidad del cisplatino, desencadenando directamente la 

permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP) o agravando el daño del 

ADN inducido por el cisplatino.5,35,36
 

Las lesiones inducidas por cisplatino causan distorsiones en el ADN que pueden 

identificarse mediante múltiples vías de reparación. Entre estos, los sistemas de 

reparación por escisión de nucleótidos (NER) y reparación de errores de emparejamiento 

(MMR) son los mecanismos más destacados para la eliminación de cisplatino. Si el daño 

no se puede reparar, las células se comprometen a la muerte (generalmente apoptótica). 

Esto implica la activación secuencial de ATR (proteína mutada de ataxia telangiectasia y 

relacionada con RAD3, un sensor de daño en el ADN) y el punto de control quinasa 1 (el 

sustrato más destacado y el efecto agua debajo de ATR) que a su vez fosforila la proteína 

supresora de tumores TPS53, está activa varios genes cuyos productos promueven 

MOMP, lo que desencadena la apoptosis endógena, así como genes que codifican 

componentes de vías apoptóticas exógenas. La vía extrínseca se activa cuando el ligando 

se une a los miembros de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral-α y 

luego forma el complejo de señalización que induce la muerte a través de la 

oligomerización de la molécula conectora y el reclutamiento de procaspasa-8. Las vías 

intrínsecas se inician por tensiones celulares como el daño del ADN, lo que lleva a la 

liberación de citocromo C por parte de las mitocondrias, que activa la procaspasa-9. Las 

proteínas de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis inducida por daño en el ADN al regular 

la liberación del citocromo C mitocondrial en respuesta al daño en el ADN.35,37
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El cisplatino ofrece un éxito inicia con respuestas parciales y estabilización de la 

enfermedad en muchos pacientes, pero desafortunadamente, su utilidad clínica se ve 

limitada en última instancia por el hecho de que la mayoría de los pacientes 

eventualmente desarrollaran resistencia la cisplatino, lo que provocará la recurrencia del 

tumor. Tras la absorción y el procesamiento celular, el cisplatino se une al ADN. Luego, 

esta forma de lesión del ADN es detectada por el mecanismo de vigilancia celular, 

generalmente denominado “respuesta al daño de ADN” (DDR), que finalmente determina 

el destino celular a través de la activación coordinada de varias vías posteriores. Por lo 

tanto, se ha anticipado ampliamente que la futura eliminación de la vida es DDR es la 

clave para una mejor comprensión de la quimiorresistencia y el desarrollo de tratamientos 

contra el cáncer más eficaces.34.
 

La quimiorresistencia a los fármacos es un obstáculo importante. Existen dos formas de 

resistencia: resistencia intrínseca y resistencia adquirida. La resistencia intrínseca es la 

resistencia que se produce desde el inicio del tratamiento con el fármaco, mientras que 

para la resistencia adquirida el fármaco es inicialmente activo, pero se vuelve inactivo con 

el tiempo. La resistencia al cisplatino puede ser posible al disminuir la captación celular 

del fármaco, disminuir la entrada o aumentar la salida del fármaco, la desintoxicación del 

fármaco por los tioles celulares, la interacción del objetivo del fármaco y la reparación del 

ADN.35,38,39
 

Imagen 4.- Efecto del cisplatino en ADN. 

Fuente: Wang et al.
35
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La quimiorresistencia durante la circulación del fármaco a través del torrente sanguíneo 

al administrarse vía intravenosa y, por lo tanto, circula por la sangre antes de ingresar a 

las células cancerosas. Las proteínas presentes en el torrente sanguíneo se pueden unir 

con el cisplatino. Esta unión a proteínas es responsable de la desactivación del cisplatino. 

El 65-95% del cisplatino se une a la proteína plasmática justo después de un día de 

administración.5,35
 

De igual manera, la resistencia durante la entrada o salida del fármaco a través de la 

membrana celular: La disminución del flujo de entrada y el aumento del flujo de salida del 

cisplatino provocan una menor acumulación de fármaco en las células cancerosas.5,40
 

Por último, la resistencia después de la unión cisplatino-ADN. NER es la mejor manera 

de eliminar las lesiones del ADN para inducir la resistencia al cisplatino. El sistema NER 

elimina los nucleótidos dañados en ambas cadenas y luego sintetiza el ADN para 

reconstruir la integridad del gen. Las células con sobreexpresión con NER denotan una 

sensibilidad muy baja al cisplatino. La proteína MMR es una proteína muy importante que 

generalmente intenta reparar el daño del ADN-cisplatino. Si no se repara, entonces 

conduce a la apoptosis. La resistencia al cisplatino también es posible debido a la 

desregulación inducida por fármacos de la función del microARN. Esta desregulación 

puede causar problemas en la señalización celular, la metilación del ADN y la supervivencia 

celular que dan como resultado la resistencia al cisplatino.5,34
 

 

 

Imagen 5.- Vías de resistencia al cisplatino. 

Fuente: Wang et al.
35
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La nanotecnología permite la producción de materiales nanométricos con propiedades 

físicas y químicas únicas que los convierten en candidatos adecuados para las 

aplicaciones médicas. En general incluye la síntesis y el control de materiales con 

dimensiones menores a 200 nm. La nano-oncología es la rama de la nanotecnología, que 

se relaciona con la aplicación de nanomateriales para el diagnóstico y tratamiento del 

cáncer. Brinda la oportunidad de explorar el potencial terapéutico que antes era 

inalcanzable debido a las restricciones químicas, físicas o biológicas.
8,37,41,42

 

Dentro del campo de la odontología, se han desarrollado nuevos materiales con el fin de 

mejorar aquellos que ya se encontraban disponibles. Algunos nano-materiales 

sintetizados a base de polímeros, moléculas metálicas e inorgánicas, proveen una mejora 

en calidad de los cuidados en la higiene, propiedades mecánicas, antibacterianas, 

fluorescencia, antitumorales, remineralización y regenerativas.
43,44 

El interés particular de la investigación de las nanopartículas aplicadas a la oncología, va 

dirigida a nanotransportadores que puedan mejorar la biodisponibilidad de los fármacos, 

acumularse de manera eficiente y específica en el sitio del tumor, interactuar con las 

unidades funcionales de la célula debido a su pequeño tamaño, biocompatibilidad, 

potencializar la liberación sostenida o citotoxicidad en tumores y liberar agentes 

bioactivos encapsulados o conjugados en respuesta a las condiciones químicas y 

biológicas únicas del microambiente tumoral.
7,29,34,36,45,46 

Una gran cantidad de nanopartículas con una dimensión de 50-200 nm se utilizan 

generalmente como nanotransportadores de medicamentos contra el cáncer. Estas 

nanopartículas generalmente son absorbidas por las células cancerosas con la ayuda del 

efecto de permeabilidad y retención mejorada. Uno de los puntos más importantes sobre 

la nanoentrega es la alta reactividad superficial e interacciones mejoradas con las 

estructuras celulares, en particular con la membrana plasmática que es la principal barrera 

que separa la célula del medio que la rodea. Las membranas de las células de los 

mamíferos están formadas principalmente por cargas negativas, lo que le da adsorción 

de las NP’s cargadas positivamente. Esta absorción no solo puede causar daño a la 

membrana, sino también impulsar la penetración de las NP’s dentro de las células por 

difusión pasiva o podría ser internalizada por la célula a través de la endocitosis.
8,46
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Otro punto importante es la capacidad de las células cancerosas para evadir la vigilancia 

inmunológica y dirigirse a células homólogas debido a proteínas y receptores específicos 

en sus superficies. Las membranas de células cancerosas tienen las moléculas de 

adhesión celular de la superficie de las células de origen, incluidas selectinas, cadherinas, 

superfamilias de inmunoglobulinas, integrinas y receptores linfocíticos.
47 debido a esta 

evasión inmunitaria, los tratamientos han beneficiado a una minoría de pacientes. Por 

ello, se busca mejorar la inmunidad antitumoral a través de nanopartículas capaces de 

facilitar la acción de células inmunitarias antitumorales, logrando el aumento de la 

captación de las células cancerosas.
43

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Dentro de la clasificación de nanomateriales se encuentra la que está basada en su 

composición química, se puede considerar una división primaria en orgánicos e 

inorgánicos y subclasificarse es: 1) Orgánicas, 2) inorgánicas, 3) virales 4) híbridas.
48,49

 

Basándonos en la primera división, las nanoestructuras de base orgánica son materiales 

más amigables con el medio ambiente (por ejemplo, ferritina, liposomas, micelas y 

dendrímeros).
48,50-51

 

Imagen 6.- Acción de nanopartículas en células cancerígenas. 

Fuente: Zoubi MAS.48 
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En comparación con las nanopartículas orgánicas, las nanopartículas inorgánicas (INP) 

poseen características ópticas, eléctricas y magnéticas únicas, lo que hace tener una 

perspectiva de aplicación prometedora en el diagnóstico y tratamiento de tumores. Sin 

embargo, la aplicación clínica de las NPI sigue siendo un desafío debido a su limitada 

biocompatibilidad y capacidad de direccionamiento.
8,47,48 Algunos ejemplos son: 

nanopartículas oro, plata, cobre, hierro, óxido de Zinc y magnesio, entre otras, que 

muestran profundas aplicaciones en el campo biomédico.5,50,52 Cada una de ellas tiene 

sus características únicas que las convierte en una herramienta novedosa y eficiente. De 

entre ellas, las partículas de ZnO muestran una aplicación y eficacia prometedora.
8
 

El Zinc (Zn) es un mineral esencial para nuestro cuerpo y está presente en el cerebro, 

músculos, huesos, etc. No es tóxico en condiciones fisiológicas.
52 La administración de 

Drogas y Alimento de EE. UU (FDA) reconoce al ZnO como una sustancia que se permite 

su uso en productos sanitarios y de farmacia. Son de tamaño nanométrico inferior a 100 

nm y en condiciones fisiológicas, su valor de pH es aproximadamente 7.4 por lo que están 

cargadas positivamente. Esto proporciona condiciones favorables para su interacción con 

las células tumorales, que frecuentemente llevan carga superficial de la membrana 

negativa. La disolución del Zinc ocurre más fácilmente en el régimen ácido, por lo que, 

probablemente las NP´s de ZnO se disuelven más fácilmente en el microambiente ácido 

del tumor derivado del efecto Wartburg, es decir, las células cancerosas favorecen la 

glucólisis incluso en condiciones aeróbicas sobre el metabolismo mediante la vía de 

fosforilación oxidativa.
8,45,46

 

Se demostró que las NP´s de ZnO pueden afectar la respiración celular de las células 

cancerosas. Cuando se agota la capacidad celular para mantener la homeostasis del 

Zinc, parece iniciarse un círculo vicioso de daño celular que finalmente conduce a la 

muerte celular.8,45 

Otro mecanismo de apoptosis es a través del estrés oxidativo, este es el resultado del 

desequilibrio entre oxidantes, antioxidantes y especies reactivas de oxígeno (ROS) en los 

entornos celulares. Estos metabolitos intracelulares producidos por las mitocondrias 

juegan un papel importante en la señalización celular y la homeostasis. En general, los 

niveles de ROS promueven la proliferación y el crecimiento tumoral, sin embargo, 
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mientras los niveles ROS se mantengan altos, inician el estrés oxidativo e inducen la 

muerte celular. Como los niveles de ROS son dañinos, las células tumorales activarán los 

antioxidantes, sistemas de defensa para evitar la acumulación de ROS a niveles letales. 

Un enfoque prometedor para inducir la muerte de las células tumorales es elevar los niveles 

intracelulares de ROS y bloquear el sistema de antioxidantes simultáneamente.
41, 9, 52-54

 

 

 

 

Además de la posibilidad de utilizar NP´s ZnO como agente terapéutico independiente, 

existe la posibilidad de combinarlos con terapias estándar establecidas, como la 

quimioterapia y radioterapia. Se ha previsto que los medicamentos contra el cáncer se 

pueden cargar en ZnO para combinar ambas terapias y lograr efectos aditivos o 

sinérgicos de ambos tratamientos. Los resultados son prometedores con doxorrubicina, 

daunorrubicina, paciltaxel o cisplatino.
9,45,,52,55

 

Por otro lado, las NP´s de MgO también son un campo prometedor dentro de las terapias 

antineoplásicas. El Magnesio (Mg) es un micronutriente esencial requerido para muchas 

funciones. En su forma mineral es necesario para el desarrollo del cerebro, regeneración 

ósea; en su forma de óxido se usa como antiácido, laxante a corto plazo, fertilizantes, 

antimicrobiano y anticancerígeno.
49,56,57

 

Imagen 7.- Mecanismo de ROS. 

Fuente: Zoubi MAS.48 
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Este efecto anticancerígeno se debe a que los materiales que contienen metales se unen 

al ADN, induciendo el daño en el mismo mediado por metales, propiedad que puede 

beneficiarse en el desarrollo de terapias anticancerígenas basadas en metales.
45, 58

 

Las NP´s de MgO, al igual que las NP´s de ZnO, aumentan la generación de ROS y se 

disocian con más facilidad en pH ácido, permitiendo la mejor liberación del mismo y de 

fármacos antineoplásicos como el cisplatino en los tejidos cancerosos.
41,54,56,58

 

Si bien, las NP´s de MgO están más estudiadas en el efecto antimicrobiano que 

presentan, las vías de investigación dentro de la nano-oncología están en desarrollo para 

su utilidad como terapia oncogénica y como conjugados con antineoplásicos.
58
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V. Planteamiento del problema 
 

A pesar de los avances en el tratamiento del cáncer en las últimas décadas, sigue siendo 

un desafío debido a la complejidad y heterogeneidad de los tumores, lo que genera 

resistencia a la quimioterapia. Esta complejidad se debe en parte a la interacción del 

tumor y de su microambiente.
15

 

La mayoría de los datos publicados derivan de experimentos realizados en condiciones 

bidimensionales (2D). Estos cultivos de monocapa de células convencionales, cultivados 

en condiciones simplificadas y poco realista, no reflejan completamente la fisiología del 

tumor.
4,15

 

Cuando se quiere confirmar un fenómeno o mecanismo observado in vitro, el enfoque 

habitual es el uso de modelos animales. Sin embargo, existen muchas preocupaciones 

con respecto a estos métodos. Por lo tanto, el cambio de cultivos 2D a cultivos 

tridimensionales está motivado por la necesidad de crear modelos celulares que capturen 

mejor las complejidades de la biología tumoral.
15,23

 

Trabajar en 3D implica la formación de esferoides. Los esferoides son agregados que 

pueden crecer en suspensión, encapsularse y crecer sobre una matriz 3D utilizando 

diferentes métodos.
4,23

 

El régimen estándar de tratamiento con quimioterapia está basado en platino. Casi 

alrededor del 50% de todos los pacientes son tratados con cisplatino. Se utiliza para una 

amplia gama de neoplasias, sin embargo, la quimioresistencia a este ha ido en aumento, 

generando la búsqueda de nuevas alternativas de tratamiento.
5
 

El creciente interés por la nanotecnología, que se ocupa de la fabricación de materiales 

con dimensiones nanométricas y sus usos en diferentes campos a nuestro alrededor, 

específicamente las nanopartículas (NP) están atrayendo mucho el interés de los 

investigadores biológicos debido a sus amplias aplicaciones terapéuticas y sistemas de 

administración de fármacos en biomedicina. Algunos ejemplos son: nanopartículas de 

óxido de Zinc, Óxido de Magnesio, etc., que muestran profundas aplicaciones en el campo 

biomédico.
52
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VI. Pregunta de investigación 
 

¿Cuál es el efecto citotóxico del uso de Cisplatino, ZnONPs, MgONPs y conjugados, en  

un modelo 3D de subcultivo linfoide, realizado en el Laboratorio de Investigación del área 

de Nanoestructuras de la ENES-unidad León, UNAM, ¿durante los meses de mayo- 

diciembre de 2022? 

 
 
 

 
VII. Hipótesis 

 
 

❖ Hipótesis investigación: Conjugados de nanopartículas de óxido de zinc 

(ZnONPs) y óxido de magnesio (MgONPs) con cisplatino disminuirá la viabilidad 

celular de un modelo 3D de células neoplásicas linfoides. 

 
❖ Hipótesis nula: Conjugados de nanopartículas de óxido de zinc y óxido de 

magnesio con cisplatino en un modelo 3D de células neoplásicas linfoides no 

disminuirá la viabilidad celular. 
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VIII. Justificación 

 
 

A pesar de las importantes inversiones en la investigación del cáncer, el descubrimiento 

y el desarrollo de fármacos equivale a menos del 5 % de todos los nuevos fármacos que 

se descubren en ensayos de inhibición del crecimiento realizados en paneles de líneas 

de células tumorales mantenido y analizados en condiciones de cultivo bidimensional 

(2D).
4,15,23 

Recientemente, ha incrementado el interés por nuevos modelos que representen con 

mayor precisión el microambiente real donde residen las células neoplásicas. Siendo de 

este tipo, las células cultivadas en 3D, que reflejan con mayor precisión el entorno de la 

respuesta celular. La dimensionalidad adicional de los cultivos 3D, es la característica 

crucial, porque no solo influyen en la organización espacial de los receptores de superficie 

celular que interactúan con las células circundantes, sino que también, inducen 

limitaciones físicas a las células.
1 también muestran una cinética de crecimiento, aumento 

de los contactos célula-célula y célula-matriz, los cuales alteran los patrones de expresión 

génica y la resistencia al tratamiento antineoplásico y limitan la difusión de nutrientes, 

oxígeno y productos fuera y dentro de los esferoides. 
2,3,4

 

La resistencia de los antineoplásicos ante diversos tipos de neoplasias malignas es cada 

vez más común, por lo que investigar nuevas terapias con agentes bioactivos 

encapsulados o conjugados en respuesta a las condiciones químicas y biológicas únicas 

del microambiente tumoral abre nuevas posibilidades. El interés de investigar la 

nanotecnología como nanoacarreador con antineoplásicos es con la finalidad de mejorar 

las terapias, tener mejor biocompatibilidad y menor citotoxicidad a células sanas. Es por 

ello que el uso de antineoplásicos y nuevas terapias dirigidas en oncología son 

importantes.
9,29,34,36,37,45, 
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IX. Objetivos 
 

General: 

 
Analizar la eficacia del Cis, ZnONPs, MgONPs y conjugados como terapia antineoplásica 

en modelo 3D (esferoides) de un subcultivo linfoide. 

Específicos: 

 
● Determinar la dosis/respuesta citotóxica en un modelo 2D de subcultivo linfoide 

tratado con Cis, ZnONPs, MgONPs y conjugados, a través de ensayo de MTT. 

● Crear esferoides a través de la técnica de andamios con agarosa del subcultivo 

linfoide. 

● Analizar la eficacia del Cis, ZnONPs, MgONPs y conjugados en esferoides de 

subcultivo linfoide a través de ensayo de MTT. 

● Analizar la reacción de inmunohistoquímica de los esferoides tratados con Cis, 

ZnONPs, MgONPs y conjugados. 
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X. Material y métodos 

 

Diseño de estudio: Experimental, prospectivo y comparativo. 

Universo: Explante de neoplasia linfoide. 

Población: subcultivo celular linfoide. 

Muestra: 6 esferoides de subcultivo linfoide viables para el análisis. 

 
 

Criterios de inclusión, exclusión y eliminación 
 

Criterios de inclusión: 

 
● Que sea de forma esférica. 

 
● Diámetro mínimo de 150 a 250 µm. 

 
Criterios de exclusión: 

 
● Esferoides que se perdieron por el tratamiento con antineoplásicos o NPs 

 
● Esferoides con precipitación de NPs. 

 
Criterios de eliminación: 

 
● Pérdida de esferoides durante su recolección. 

 
● Pérdida de esferoides durante el procesamiento con tinción H&E o 

inmunohistoquímica. 

 

 
Variables 

 

• Independientes: 

o Efecto antineoplásico 

o Efecto de nanopartículas 

• Dependientes: 

o Reacción de inmunohistoquímica (ver tabla 1).
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 Variables 

Variable 
Definición 
conceptual 

Definición             
operacional 

Naturaleza Escala Función 
Escala de 
medición 

 
 

Efecto anti- 
neoplásico 

 
Efecto citotóxico 
de fármaco que 

inhibe el 
desarrollo, 

crecimiento y 
viabilidad de las 

células. 
 

 
Número de 

células vivas que 
quedaron 

después del uso 
del medicamento. 

 
 

Cuantitativa 
continua 

 
 
 

Razón 

 
 
 

Indepen-
diente 

 
 

Viabilidad 
celular en 

% 

 
Efecto 
citotoxico
de nano-
partículas 

 
Efecto 

citotóxico de 
las 
nanopartícula
s (entre 50 y 
200 nm). 

 

 
Número de 

células vivas que 
quedaron 

después de la 
aplicación de las 

NPs 

 
Cuantitativa 

continua 

 
 

Razón 

 
 

Indepen-
diente 

 
Viabilidad 

celular 
en % 

 
 

Reacción de 
inmuno-
histoquímica 

 
Reacción 

inmuno-
enzimática a 

través de 
anticuerpos para 

detectar 
antígenos 

específicos 
en los tejidos. 

 

 
 

Se determinaría 
el inmuno-

marcaje nuclear 
de las células 

 
 

Cualitativa 
dicotómica 

 
 
 

Nominal 

 
 
 

Depen-
diente 

 
 

Negativ
o 

Positivo 

Tabla 1.- Operalización de variables.  

.Fuente propia. 
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Metodología 

Biopsia y explante de cultivo primario 

 
Se realizó una biopsia de un tumor en la región maxilar derecha de una paciente de 53 

años en el Servicio de Cirugía Maxilofacial del Hospital General de León. La muestra se 

dividió, enviándole una mitad para examen histopatológico en el Servicio de Diagnóstico 

Histopatológico (SEDH) y la otra mitad para cultivo celular primario al área de 

Nanoestructuras y Biomateriales del Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria, 

Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES) Unidad León, UNAM. El aislamiento de 

cultivos fue aprobado por el comité de bioética de la Unidad ENES León, UNAM con el 

código de registro CE_16 004_SN (Imagen 8). 

 

 

 

Imagen 8.- Metodología de biopsia y explante primario. 

Fuente propia, realizado en BioRender.com 
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Hallazgos histopatológicos 

La biopsia de tejido se sumergió en formalina tamponada al 4 % por un período de 24 

horas, luego se trató con Histokinette pasando por alcohol 60 %, alcohol 70 %, alcohol 

80 %, alcohol 90 %, alcohol 90 %, alcohol 100 %, alcohol 100 %, alcohol 100 %- xilol, 

xilol l, xilol ll, parafina l, parafina ll (Leica, Alemania), se incluyó en parafina y se cortó a 3 

micras utilizando un micrótomo (Leica, Alemania). Estas secciones se tiñeron con 

hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron con un microscopio óptico (Imagen 9). 

 

 

 

Imagen 9.- Metodología de procesamiento en SEDH . 

Fuente propia, realizado en BioRender.com 
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Cultivo celular primario 

Todo el proceso se gestionó dentro de la campana de flujo laminar horizontal (Biobase, 

China). El tejido se seccionó en explantes de 1x1 mm y se incubó con medio mínimo 

esencial de águila (MEM, Sigma-Aldrich, MO, EE. % de antibiótico en cajas de Petri de 

10 cm de diámetro e incubadas a 37 °C con 5 % de CO2 y 95 % de humedad durante 21 

días (Imagen 10). 

 

 
 

 

Caracterización celular 

 
Las células de cáncer linfoide presentaban una forma similar a la de un fibroblasto que 

se desprendió con tripsina EDTA-2Na al 0,025 % en PBS. Las células se cultivaron en 

subcultivos de medio MEM suplementado. Las células crecieron hasta una confluencia 

del 90 %, lo que indica una alta tasa de proliferación sobre el cubreobjetos electrocargado. 

Para caracterizar las células que han sufrido cuatro niveles de duplicación de población 

(PDL) se consideraron y se realizó inmunocitoquímica utilizando anticuerpos de ciclina 

D1 y CD3. 

Imagen 10.- Metodología de cultivo primario por explante. 

Fuente propia, realizado en BioRender.com 



35 
 

Estudio de dosis-respuesta usando cultivo celular 2D 

 
Las células cancerosas se subcultivaron en una microplaca de 96 pocillos durante la 

noche. Luego, las células se lavaron con PBS y se separaron con tripsina, y se contó el 

número de células usando un hemocitómetro bajo el microscopio de luz invertida (Leica, 

Alemania). El subcultivo se realizó con 1x105 células/mL durante 48 horas y permitió la 

unión completa. Posteriormente las células se incubaron con los diferentes fármacos 

libres (Cis y 5-FU) y compuestos conjugados con NPs a varias concentraciones de 0-1 

mg/mL. Los grupos se corresponden de la siguiente manera: 1) MgONPs, (≤50nm), 2) 

ZnONPs (≤50nm), 3) 5-FU, 4) Cis, 5) 5-FU+MgONPs, 6) 5-FU+ZnONPs, 7) 

Cis+MgONPs, 8) Cis+ZnONPs durante 24 horas en medio de cultivo fresco. La viabilidad 

celular se evaluó mediante el método MTT, donde las células se incubaron con Tiazolil 

Azul Tetrazolio Bromuro durante 7 horas, y se midió la absorbancia a 570 nm utilizando 

un lector de espectrofotómetro de microplaca (Thermo-scientific, Helsinki, Finlandia). La 

citotoxicidad se evaluó según la norma ISO 10993-5:2009 y se calculó la concentración 

citotóxica al 50 % (CC50) para cada grupo (Imagen 11). 

 

 

Imagen 11.- Metodología para determinar la dosis citotóxica en modelo 2D. 
Fuente propia, realizado en BioRender.com 



36 
 

Formación de esferoides 3D y estudio dosis-respuesta 

 
Los esferoides se formaron utilizando el método de superposición líquida con agarosa al 

1,5 % (Sigma-Aldrich, San Louis, EE. UU.). El gel de agarosa se preparó esterilizando en 

autoclave la solución acuosa de agarosa durante 15 minutos y se añadieron 50 µl a una 

placa de 96 pocillos de fondo redondo, se dejó solidificar durante 20 minutos en 

condiciones estériles. A continuación, las células linfoides se subcultivaron a una 

concentración de 2,5 x 102 células/pocillo y se incubaron durante 72 horas. El crecimiento 

de los esferoides se registró con microscopía de contraste de fase y el medio se 

reemplazó cada dos días (Imagen 12). 

 

 

Imagen 12.- Metodología para preparar modelo 3D (esferoides). 

Fuente propia, realizado en BioRender.com 
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Los esferoides se trataron con los compuestos similares mencionados anteriormente, a 

su dosis CC50. 

Se obtuvieron 6 grupos de estudio: 

 
1. Grupo de esferoides con nanopartículas de Mg. 

2. Grupo de esferoides con nanopartículas de Zn 

3. Grupo de esferoides con cisplatino 

4. Grupo de esferoides con nanopartículas de Mg y cisplatino 

5. Grupo de esferoides con nanopartículas de Zn y cisplatino 

6. Grupo control 

 
Posteriormente se evaluaron los esferoides para: 1) MTT, directamente en las placas y 

2) Los esferoides recogidos se centrifugaron durante 20 minutos a -4 °C. Posteriormente 

se fijaron con formalina tamponada al 4 %, luego se procesaron con técnicas de tinción 

H&E e inmunohistoquímica (Imagen 13). 

 

 

Imagen 13.- Metodología de tratamientos y recolección de esferoides. 

Fuente propia, realizado en BioRender.com 
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Proceso de inmunohistoquímica y tinción H&E 

 
 

 
Todos los esferoides se fijaron con formalina tamponada al 4 % durante 24 h, Histokinette 

pasando por alcohol 60 %, alcohol 70 %, alcohol 80 %, alcohol 90 %, alcohol 90 %, 

alcohol 100 %, alcohol 100 %, alcohol 100 %-xilol, xilol l, xilol ll, parafina l, parafina ll 

(Leica, Alemania), Posteriormente, se incluyeron en parafina y se refrigerado a 4 ºC 

durante 30 min para ser cortado con microtomo (Leica, Alemania) a 3 micras. Las 

secciones se suspendieron en una tina de baño a 40 °C, se fijaron en portaobjetos de 

vidrio esmerilado y se dejaron en una placa caliente durante 24 horas. Posteriormente se 

someten a tren de tinción pasando por xilol al 100 % durante 20 minutos, alcohol al 100 % 

durante 30 segundos, alcohol al 96 % durante 30 segundos, hematoxilina 10 minutos, 

carbonato de litio durante 15 segundos, eosina durante 10 minutos, alcohol al 96 % 10 

segundos, alcohol al 100 % 10 segundos y xilol al 100 % durante 20 minutos. Por último, 

se montaron con resina (El crisol, Querétaro, México) y cubreobjetos para su observación 

a microscopía de luz (Imagen 14). 

En el caso de inmunohistoquímica, una vez obtenido el cubo de parafina se realiza un 

corte con microtomo a 5 micras, se deja flotar en tina de baños con agua destilada a una 

temperatura de 40 °C, se pescan con un portaobjeto con pegamento enzimático 

dejándose secar a 60 °C durante 30 minutos y se aplica el inmunomarcador de ciclina D1. 
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Imagen 14.- Metodología de procesamiento en SEDH de modelo 3D (esferoides). 
Fuente propia, realizado en BioRender.com 
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XI. Resultados 
 

El conjunto de datos incluye la media, el porcentaje y la desviación estándar para un 

tamaño de muestra de n=6, cuya normalidad se probó mediante la prueba de Shapiro- 

Wilk y se sometió a la prueba ANOVA posthoc de Tukey en el software SPSS V16 

(paquete estadístico para ciencias sociales, Chicago, Estados Unidos). Se utilizó un nivel 

significativo de p<0,05 y un nivel de confianza del 95 %. 

Resultados de caracterización de cultivo primario con H&E e inmunohistoquímica 

 
El estudio histopatológico resultó en una neoplasia maligna de estirpe linfoide constituida 

por células plasmáticas pleomórficas y células grandes de núcleo central y escaso 

citoplasma con formación de centros germinales aislados. El estudio histopatológico dio 

como resultados positividad fuerte a vimentina (+++) y débil a CD3 (+), siendo consistente 

con cultivo celular de origen linfoide (Figura 1). 

 
 

B* C* A* 

40X 

B A C 

20X 4X 

Figura 1.- Estudio histopatológico teñido con H&E de biopsia y caracterización con inmunohistoquímica. 
A y A* H&E; B y B* vimentina; C y C* CD3 . 

Fuente propia. 

20X 

40X 40X 
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Resultados para determinar la dosis/respuesta del modelo 2D 

 
Se evaluó la dosis-respuesta de NPs, antineoplásicos y conjugados a diferentes 

concentraciones con modelo 2D de subcultivo linfoide. A partir de los resultados, se 

observa que las células de cultivo 2D eran susceptibles a diferentes concentraciones en 

el siguiente orden: Cis+ZnONPs<ZnONPs<Cis+MgONPs<Cis<MgONPs. Con base en los 

resultados obtenidos, se determinó la concentración citotóxica al 50 % (CC50), mismo que 

se grafican en Tabla 2 y gráfico 2. 
 

Grupos CC50 

MgO 0.65117164 

ZnO 0.04022523 

Cis 0.89479548 

Cis MgO 0.74236445 

Cis ZnO 0.04874103 
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Tabla 2.- Viabilidad celular con 
dosis/respuesta en cultivo 2D. 

Fuente propia, realizado en Excel. 

Gráfico 2.- Viabilidad celular en porcentaje a diferentes dosis de antineoplásicos 
y nanopartículas. 

Fuente propia, realizado en Excel. 
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Resultados de esferoides cultivados 

 
Se monitoreó la formación de esferoides utilizando el método de andamios y luego se 

seleccionó el tamaño y la morfología adecuados a través de microscopia inversa y tinción 

con H&E valida la existencia de un grupo de núcleos densamente empaquetados, 

numerosas células dentro de los esferoides individuales. Así, después del día 4 se 

eligieron con un tamaño medio de 150±25 μm y forma esférica (Figura 2). 

 

 

 

Resultados de esferoides tratados con ensayo MTT 

 
Se usó el efecto antineoplásico del CC50 predeterminado del estudio de cultivo celular  

2D y se incubó con los esferoides.  La dosis de CC50 se consideró una concentración del 

100 % y se incubó durante 24 horas y se realizó el ensayo de MTT (Tabla 3 y 4). 

De los datos, es interesante observar una disminución en la población celular en el 

siguiente orden: 

*ZnONPs=47,4±0,8 %<Cis+MgONPs=53,4±1,51 %< 

*5-FU+ZnONPs=57±3,1 %<5FU+MgONPs=69,4±1,2< 

*MgONPs=71,9±4,7 %<Cis=72,3±4,1<Cis+ZnONPs=72,4±4,1 %< 

*5-FU=84,5±3,8<Control=100±3,9 %. 

Figura 2.- Esferoides cultivados observados con microscopía inversa 
(A) y H&E (B). 
Fuente propia. 
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  Número de células viables (%)  
 

MgONPs ZnONPs Cis Cis+MgNPs Cis+ZnNPs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 4 . Los esferoides se trataron con dosis de CC50 de los diferentes grupos durante 

24 h. Después de la incubación, se determinó el número relativo de células de 

supervivencia viable mediante ensayo MTT. Cada valor representa la media ± de ensayos 

por triplicado (n=9), *p<0,05, **p<0,01 ANOVA Post-hoc Tukey test. Esto resultó en una 

disminución significativa en el conteo de células viables (p<0.01), indicando un alto nivel 

de sensibilidad a los tratamientos en el siguiente orden:  

*ZnONPs=47.4±0.8 % <Cis+MgONPs=53.4±1.51 % <5-fu=57±3,1 % < 

*MgONPs=71,9±4,7 % <Cis=72,3±4,1<Cis+ZnONPs=72,4±4,1 % <   

*5fu=84,5±3,8<Control=100±3,9 %. 

Dosis (%) Grupos  

0  100±0.27 100±0.27 100±0.30+ 100±0.64+ 100±7.88 

1.56 98±0.27 107±0.27**+ 97±0.30** 83±0.96 75±6.79 

3.12 103±0.27** 101±0.27** 90±0.30** 72±3.2 17±0.50 

6.25 95±0.27** 23±0.27**+ 90±0.30** 65±0.71 11±0.11** 

12.5 106±0.27** 14±0.27* 82±0.30**+ 61±1.9 11±0.34** 

25 111±0.27** 9±0.27** 67±0.30** 47±3.3 13±0.68* 

50 104±0.27** 8±0.27** 61±0.30** 43±0.18+ 14±0.30** 

100 26±0.27** 7±0.27**++ 6±0.30** 6±0.17 12±0.57* 
Diferencia significativa intragrupos p<0.05* p<0.01**, Diferencia significativa entre grupos p<0.05+ p<0.01++, pos Hoc Tuckey 0.05, 95% CI. 

 

Tabla 3.- ANOVA de esferoides tratados 
Fuente propia, realizado en Excel 

Tabla 4.- Diferencia significativa de esferoides tratados. 
Fuente propia. Realizado en Excel. 

Tabla 3.- ANOVA de esferoides tratados. 

Fuente propia, realizado en Excel. 
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Resultados de esferoides tratados observados al microscopio 

 
Para estudiar morfológicamente el efecto de los compuestos mencionados anteriormente, 

los esferoides se visualizaron bajo un microscopio y se observó un esferoide 

distorsionado para ZnONPs y Cis de forma menor. Cuando se tiñeron con H&E, se 

observó la reducción de núcleos como se esperaba, así como la pérdida de conformación 

esférica. Posteriormente se evaluó con técnica de inmunohistoquímica con 

inmunomarcador Ciclina D1, donde se observó escaso marcaje del núcleo (Figura 3). 

 

 
 

Figura 3.- Esferoides tratados y observados con microscopía inversa de luz 
(A, D, G); esferoides observados con microscopia de luz y teñidos con H&E 

(B, E, H) y inmunomarcados con Ciclina D1 (C, F, I) . 

Fuentes propia. 



45 
 

XII. Discusión 
 

En el presente estudio, se generó un modelo 3D de esferoides de células cancerosas 

linfoides. Saraiva et al. también generó esferoides usando la técnica de superposición 

líquida, pero curiosamente informaron que modificar la técnica con un modelo basado en 

andamios resultó en una mejor formación de esferoides.
58

 Este hallazgo es consistente 

con nuestros propios resultados, ya que utilizamos un método basado en andamios. 

Se realizó un cultivo 2D y 3D para probar la eficacia de tratamiento antineoplásico con 

cisplatino, ZnONPs y MgONPs y conjugados de NPs y antineoplásico. El cultivo 2D se 

utilizó para determinar la dosis-respuesta de las células al antineoplásico y NPs. Los 

resultados encontrados dieron mejores resultados en las células cultivadas a través de 

esferoides (3D) por su semejanza con los tumores sólidos. Edmoson et al, reconocen las 

deficiencias que tiene el modelo 2D en comparación con el 3D1 y Alcántara et al, coinciden 

al mencionar que el cultivo 3D permite mimetizar las intercomunicaciones célula-célula, 

célula-matriz extracelular y el microambiente tumoral.22
 

Atashi et al, compararon la eficacia de antineoplásicos entre ellos el Cis y descubrió que 

este, presenta menor resistencia en comparación con otros fármacos. Este 

descubrimiento es inconsistente con nuestra investigación, donde los esferoides tratados 

con Cis solo respondieron menos a tratamiento. Además, Atashi et al, también estuvo de 

acuerdo en que combinar terapias con otros medicamentos sería más eficaz, lo que 

concuerda con los resultados de nuestro estudio, donde las NPs conjugadas con Cis 

fueron más efectivas.59
 

Asimismo, Ghosh realizó un estudio sobre el uso de cisplatino conjugado con 

nanomateriales, incluidos las nanopartículas inorgánicas como carbono, oro, sílice y 

óxido de hierro. Su principal objetivo era mejorar la absorción y nanoentrega del fármaco 

a través de endocitosis en las células.6 

Abhishek et al, exploraron el potencial de las ZnONPs para tratar varios tipos de cáncer, 

incluido el de cuello uterino, de mama, cáncer de pulmón y de cabeza y cuello, y 

encontraron resultados prometedores.52 Sin embargo, su revisión destacó la falta de 
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estudios sobre el uso y eficacia de ZnONPs como nanoportador de fármacos 

antineoplásicos. 

De manera similar, Deng et al, realizaron un estudio sobre esferoides tumorales tratados 

con doxorrubicina conjugada con ZnONPs y Cu y encontró que los conjugados de 

antineoplásicos con ZnONPs fueron significativamente más citotóxico a una 

concentración de 0,01 mg/ml (10 µg/ml).60 Por el contrario, Chia et al, compararon la 

citotoxicidad en un modelo 2D versus 3D de dos líneas celulares cancerígenas diferentes, 

una de ellas de origen hematológico, y encontró que el modelo 2D fue más susceptible a 

la citotoxicidad de ZnO en cualquier dosis en comparación con el modelo 3D. Esto debido 

a que las células de las capas más externas en el modelo 3D exhibieron una capa 

protectora para el efecto contra la citotoxicidad del ZnO en concentraciones inferiores a 

0,5 mg/ml, a diferencia de las células internas del esferoide.54 Este hallazgo es 

consistente con nuestro estudio, donde utilizamos una concentración más baja (0,04 

mg/ml) para obtener citotoxicidad. 

Mientras que Al-Fahdawi et al, observaron una disminución en el número de células a 

dosis de 6,12 y 12,5 μg/ml en un cultivo 2D, usando nanopartículas impregnadas de 

platino57, nuestro estudio mostró citotoxicidad significativa a partir de una dosis más alta 

de 0,25 mg/ml (250 μg/ml), lo que indica diferencias en la efectividad de las dos 

formulaciones de nanopartículas.  

En otro estudio realizado por Franke et al, administraron Cis a través de nanopartículas 

resultó en una inducción significativa en el daño del ADN en dosis bajas (0,015 mg/ml)61, 

este dato se encuentra en contraste con nuestros hallazgos que mostraron un efecto 

citotóxico a una concentración superior a 0,03 mg/ml, destacando la importancia de 

comprender los matices de las diferentes formulaciones de medicamentos con 

nanopartículas para lograr los resultados terapéuticos deseados. 

Manisekaran et al, realizaron una revisión exhaustiva de la literatura sobre el uso de NP´s 

MXene como agentes antineoplásicos en un modelo 2D. MXenes son una nueva clase 

de materiales que han demostrado ser prometedores en diversas aplicaciones 

biomédicas debido a sus propiedades fisicoquímicas únicas, incluida su área de 

superficie, excelente biocompatibilidad y superficie química compatible.42
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Los autores de dicho artículo, destacaron varios estudios que demostraron la eficacia de 

las nanopartículas MXene en el tratamiento de cáncer cuando se utiliza solo o en 

combinación con otras nanoestructuras. Las nanoestructuras basadas en MXene 

mostraron mejor inhibición de células cancerosas y       apoptosis en comparación con 

medicamentos de quimioterapia convencionales, este dato, junto con nuestros resultados 

abre una nueva posibilidad para el uso de antineoplásicos y NP´s como terapia 

antineoplásica.42
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XIII. Conclusiones 

 
 
 

En conclusión, se creó un modelo 2D a través de un subcultivo celular linfoblástico, a 

partir de una lesión de cabeza y cuello para obtener la dosis respuesta de 

antineoplásicos y NPs en esa línea celular, poder observar el efecto citotóxico en un 

modelo 3D y así enfatizar las diferencias significativas de viabilidad celular de ambos 

modelos frente al tratamiento de antineoplásicos y NPs. Cabe destacar el impacto de 

las ZnONPs solas y como nanoportador con Cis frente a las células cancerígenas, 

siendo una idea prometedora porque es el antineoplásico utilizado como primera línea 

de quimioterapia en la mayoría de las neoplasias malignas y que en última instancia 

podrían mejorar el resultado del tratamiento hacia el paciente y su calidad de vida. 

El camino de la nanomedicina en terapias cancerígenas avanza a pasos agigantados, 

por lo que realizar más estudios en esta línea de investigación y su contribución en la 

literatura, será de utilidad para desarrollar y mejorar técnicas de generación de 

esferoides con diversas líneas celulares cancerígenas, así como la técnica de 

procesamiento histológico de dichos esferoides, mismo que es poco utilizada y que 

generó ligeras complicaciones en este estudio, sin embargo, se logró generar un 

procesamiento estandarizado para la visualización de los esferoides a través de 

tinción H&E e inmunohistoquímica, lo que permitió observar a microscopia de luz el 

efecto a nivel histológico de los antineoplásicos y NPs. 

Desde una perspectiva más amplia, los hallazgos de este estudio potencializan el 

camino para desarrollar más terapias contra el cáncer que sean eficaces y dirigidas a 

las células cancerosas, así como minimizar el daño a las células y tejidos sanos. El 

uso de modelos de esferoides 3D en la investigación del cáncer es un avance 

significativo, ya que imita mejor el complejo microambiente tumoral y proporciona 

resultados más precisos. 
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Uno de los puntos importantes sobre los nanoportadores es la absorción por 

endocitosis mediada, presente en las células cancerosas, por lo que la existencia de 

varios informes sobre la capacidad de las NPs inorgánicas como nanoportador frente a 

la actividad anticancerígena, impulsan las líneas de investigación novedosas para el 

futuro de la nanomedicina. 
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