UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS SUPERIORES

UNIDAD LEON ’
POSGRADO DE ESPECIALIZACION EN PATOLOGIA
ORAL Y MAXILOFACIAL

EFICACIA DEL CISPLATINO Y NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE ZINC Y MAGNESIO EN UNMODELO 3D DE
SUBCULTIVO LINFOIDE.

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:
ESPECIALISTA EN PATOLOGIA ORAL Y MAXILOFACIAL

PRESENTA:
CD. NANCY LETICIA MENDOZA MARTINEZ

TUTORA PRINCIPAL:

ESP. KARLA MAYELA AVELAR JUAREZ

==Y

it

ADSCRITA AL POSGRADO DE ESPECIALIZACION EN PATOLOGIA
ORAL Y MAXILOFACIAL, ENES LEON,UNAM.

COMITE TUTOR:
DR. RENE GARCIA CONTRERAS

ADSCRITO AL POSGRADO DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN
BIOMATERIALES DENTALES, ENES LEON,UNAM.

UNIDAD LEON

MEXICO, LEON, GUANAJUATO:; 8 DE ABRIL DE 2024.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice

|. Agradecimientos
[l. Dedicatoria

[ll. Introduccion
IV. Marco Tedrico
1. Neoplasias de cabezay cuello
1.1 Neoplasias hematoldgicas en cabezay cuello
1.2 Lineas celulares en patologia bucal
2. Cultivos celulares 2Dy 3D
2.1 Definicién y clasificacion de cultivos celulares
2.2 Cultivos 3D
2.2.1 Técnicas de elaboracion de cultivo 3D
2.2.2 Comparacion entre modelo 2Dy 3D
2.2.3 Microambiente en los esferoides
3. Farmacos antineoplasicos
3.1 Clasificacion
3.2 Cisplatino
3.2.1 Farmacodinamiay farmacocinética
3.2.2 Quimiorresistencia
4. Nanoparticulas
4.1 Nanomedicina

4.2 Uso de las nanoparticulas en Odontologia

10

10

10

11

12

12

12

14

15

16

17

17

18

18

19

21

21

22



4.3 Clasificacion de nanoparticulas

4.4 Nanoparticulas de ZnO

4.4.1 Fisiologia celular

4.4.2 Uso de las nanoparticulas de ZnO en terapia antineoplasica

4.5 Nanoparticulas de MgO

4.5.1 Fisiologia celular

4.5.2 Uso de las nanoparticulas de MgO en terapia antineoplasica

V. Planteamiento del problema
VI. Pregunta de investigacion
VII. Hipotesis

VIII. Justificacion

IX Objetivos

X. Material y métodos

Xl. Resultados

XIl. Discusion

XIll. Conclusiones

XIV. Referencias bibliograficos

XV. Anexos

22

23

24

24

24

25

25

26

27

27

28

29

30

40

45

48

50

57



Gréfica l

Imagen 1
Imagen 2
Imagen 3
Imagen 4
Imagen 5
Imagen 6
Imagen 7
Imagen 8

Imagen 9

Imagenl10

Imagenll

Imagen12

Imagenl13

indice de gréficos, figuras e imagenes

Estadistica del cancer, 2023

Modelo 2Dy 3D

Zonas de un esferoide (modelo 3D)
Microambiente tumoral

Efecto del cisplatino en ADN

Vias de resistencia al cisplatino

Accion de nanoparticulas en células cancerigenas
Mecanismo de ROS

Metodologia de biopsiay explante primario
Metodologia del procesamiento del SEDH

Metodologia del cultivo primario por explante

Metodologia para determinar la dosis citotéxica en modelo 2D.

Metodologia en preparacion de modelo 3D (esferoides).

Metodologia de tratamientos y recoleccion de esferoides.

10

13

13

16

19

20

22

24

32

33

34

35

36

37



Imagen 14

Figura 1

Grafica 2

Figura 2

Figura 3

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Metodologia de procesamiento en SEDH de modelo 3D 39

(esferoides).

Estudio histopatoldgico teflido con H&E de biopsiay 40
caracterizacion con inmunohistoquimica. Ay A* (H&E); By B*

(vimentina); Cy C* (CD3).

Viabilidad celular en porcentaje a diferentes dosis deantineoplasicos41

y nanoparticulas.

Esferoides cultivados observados con microscopiainversa (A) y 42

H&E (B)

Esferoides tratados y observados con microscopiainversa deluz (A, 44
D, G); esferoides observados con microscopia de luz y teflidos con

H&E (B, E, H) e inmunomarcador con CiclinaD1 (C, F, I)

indice de tablas

Operalizacion de variables 31
Viabilidad celular con dosis/respuesta en cultivo 41
2D

ANOVA de esferoides tratados 43
Diferencia significativa de esferoides tratados 43




|. Agradecimientos

Quiero agradecer a mis padres que siempre estan ahi para apoyandome en las decisiones

y proyectos que me propongo, sin ellos, esto seria casi imposible.

De igual manera agradecer a mis profesores por la transmision de sus conocimientos, la
atencion y paciencia que siempre tuvieron para ensefiarnos y al CONAHCYT por el apoyo

econdmico a traves del programa de becas de posgrado.




[l. Dedicatoria

Esta tesis se la dedico a mi hijo, porque fue un sacrificio para ambos.




I1l. Introduccién

A pesar de los avances en el tratamiento del cancer durante las Ultimas décadas, sigue
siendo un desafio debido a la complejidad y heterogeneidad de los tumores, lo cual,
genera lineas de investigacion para la busqueda de nuevo tratamientos para el cancer,
sin embargo, la mayoria 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 fisiologia del tumor.*

Cuando se quiere confirmar un fendmeno 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) estd motivado por la necesidad de crear modelos celulares que
capturen mejor las complejidades de la biologia tumoral, la interaccién célula-célula y su

microambiente.?*

Trabajar en modelos 3D implica la formacion de esferoides. Los esferoides son
agregados que pueden crecer utilizando diferentes métodos, entre ellos el de suspension,
encapsulacion o crecimiento sobre una matriz 3D. Esto nos permite tener un acercamiento
al comportamiento celular dentro del tumor y poder observar qué tratamientos son mas

efectivos.”

Uno de los tratamientos de mayor demanda y uso, es la quimioterapia, entendiéndose
como la aplicacién de diferentes tipos de medicamentos que dafian y disfuncionan las

vias metabdlicas de las células malignas.®

El Cisplatino es un antineoplasico de uso frecuente para la quimioterapia oral contra el
cancer, sin embargo, la quimiorresistencia a este farmaco va en aumento en la mayoria
de los canceres. Es por ello que una estrategia innovadora, es el uso de nanotecnologia
meédica que utiliza materiales que generalmente son de 1 a 200 nm. Estos materiales se

aplican en el disefio y fabricacién de farmacos para su uso terapéutico.®’




Dentro de la clasificacion general de nanoparticulas (NP’s) estan las orgéanicas e
inorgénicas, estas Ultimas, caracterizadas por su citotoxicidad y generacién de ROS. Las
mas utilizadas en el campo médico, son el Oxido de Zinc (ZnO) y de Magnesio (MgO),
teniendo un campo prometedor dentro de la nanomedicina gracias a su excelente difusion
con los tejidos tumorales. Por lo tanto, este estudio se realizé basado en un modelo 3D
de un subcultivo linfoide tratado con antineoplasicos, nanoparticulas y conjugados, para

determinar cual es de mejor eficacia contra las células tumorales.®°




V. Marco Teorico

El cancer es un importante problema de salud publica en todo el mundo, hablando
especificamente de las neoplasicas hematoldgicas, estas son las terceras en clasificarse
dentro del cancer en general'®, encontrandose por detras de las neoplasias de pulmén y
mama. En México, es la 9° causa de muerte y a pesar de ser varias las neoplasias
identificadas'!, los linfomas, las leucemias y los mielomas son los mas frecuentes,

representando el 10 % de todos los diagnésticos de cancer hematolégico.*?

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 67,160 21% Lung & bronchus 59,910 21%

Prostate 34,700 11% Breast 43,170 15%

Colon & rectum 28,470 9% y ' Colon & rectum 24,080 8%

Pancreas 26,620 8% Pancreas 23,930 8%

Liver & intrahepatic bile duct 19,000 6% ~ Ovary 13,270 5%
Leukemia 13,900 4% Uterine corpus 13,030 5%

Esophagus 12,920 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,380 4%

Urinary bladder 12,160 4% Leukemia 9,810 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,780 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,400 3%
Brain & other nervous system 11,020 3% Brain & other nervous system 7,970 3%
All Sites 322,080 100% All Sites 287,740 100%

Gréfica 1. Estadisticas del cancer, 2023.
. 13
Fuente: Siegel RL, et al.

El tratamiento actual de las neoplasias malignas hematoldgicas incluye la combinacién
de quimioterapia, radioterapia y/o trasplantes de médula ésea.'* Los avances en el
tratamiento han mejorado notablemente en las Ultimas décadas, sin embargo, a pesar de
las importantes inversiones en la investigacion del cancer, en el descubrimiento y el
desarrollo de farmacos, menos del 5 % de todos los nuevos farmacos se descubren en
ensayos de inhibicién del crecimiento realizados en paneles de lineas de células

tumorales en cultivo bidimensional (2D).*®
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Los primeros cientificos que realizaron cultivos empleando una técnica in vitro, a finales
del siglo XIX, encontraron numerosas dificultades y limitaciones. Fue en los afios 50
cuando se establece la primera linea celular (células HelLa), su crecimiento era con un
medio de cultivo formado por plasma de pollo, extracto de embrion bovino y suero de

cordoén umbilical.*®

Desde entonces, se han empleado varias lineas celulares, incluyendo las lineas celulares
derivadas de tumores de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC),
gue han sido una herramienta invaluable para los investigadores desde la década de
1950.%/

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

células in vitro conservando sus caracteristicas celulares'® y se pueden clasificar en:

Cultivo de 6rganos: el tejido, 6érgano o fragmento de tamafio considerable, se coloca
sobre una rejilla, esté debe estar situado en la interfase liquido-gas, mantenerse en un
medio de cultivo con los nutrientes necesarios y a la vez, liberar los desechos que se
genere, esta disposicion del tejido mantiene su tridimensionalidad. Una de sus

limitaciones es que solo proliferan las células embrionarias situadas en la periferia.'®'8

Explantes primarios: Es una técnica donde se adhieren fragmentos de tejidos a una
superficie, quedando en la interfase solido-liquido, promoviendo el crecimiento celular en
la periferia, donde pueden proliferar o migrar.'® La muestra fresca puede tratarse con una
solucion antibidtica triple que consta de penicilina, estreptomicina y anfotericina B. Los
fragmentos de tumor triturados se cultivan en un medio minimo suplementado con

aminoacidos, suero y las células epiteliales para que sigan creciendo.’

Cultivo celular: Este se obtiene a partir de explantes primarios o suspendiendo en un
medio de cultivo, células disgregadas obtenidas a través de métodos enzimaticos o
mecdanicos. El cultivo celular de este tipo es el mas utilizado y se puede utilizar como

monocapa adherente o en suspension en el medio de cultivo.*61¢
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El método mas popular para establecer una nueva linea celular es por explantes.® El
establecimiento de una nueva linea de células cancerosas depende de varios factores,
siendo el mas importante el método de obtencion de la muestra. La extirpacion quirdrgica
de tejido tumoral fresco en condiciones asépticas especificamente para uso de
laboratorio, de areas no necroticas y no infectadas, aumenta en gran medida la tasa de

éxito de un cultivo a largo plazo.***¢

Actualmente, todas estas dificultades que antes se han nombrado se han superado en
su mayoria. En las ultimas cuatro décadas, miles de laboratorios de todo el mundo han
llevado a cabo cultivos in vivo de 2D.*° Sin embargo, muchos de los medicamentos fallan
durante los ensayos clinicos, especialmente durante la fase Ill, que es la fase de

eficiencia clinica y/o toxicidad inaceptable.*

Los modelos 2D proliferan mas rapido 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 si mismasy a la poblacién, lo que contribuye a la recurrencia y la metastasis.
Los ensayos 2D no recapitulan la compleja arquitectura tridimensional, las interacciones
célula-célula, los microambientes, la cinética de difusion de farmacos y las respuestas a

los farmacos de los tumores solidos.*?

Recientemente, el interés ha aumentado en busca de nuevos modelos que representen
con mayor precision el microambiente real donde residen las células en los tejidos. Por
lo tanto, el comportamiento de las células cultivadas en 3D reflejan mas los entornos de
respuesta celular. La dimensionalidad adicional de los cultivos 3D es la caracteristica
crucial gue conduce a las diferencias en las respuestas celulares, porque no solo influyen
en la organizacion espacial de los receptores de superficie celular que interactian con
las células circundantes, sino que también, inducen limitaciones fisicas a las células,
muestran una cinética de crecimiento, aumento de contacto célula-célula y célula- matriz,
alterando los patrones de expresidon génica y la resistencia al tratamiento antineoplasico,
también limita, dentro y fuera de los esferoides, la difusion de nutrientes, oxigeno y

tratamiento antineoplasico.?*20:2
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Culture media Culture media
Media
‘ Matrix for 3D culture
Culture media ' ‘
Matrix for 3D culture ‘ '
2D monolayer 3D spheroids 3D spheroids 3D spheroids
grown on matrix grown within matrix grown in suspension

Imagen 1.- Modelo 2D y 3D

1
Fuente: Edmondson R, et al.

Los esferoides estan compuestos por una capa externa de células en proliferacién, una
capa interna de células quiescentes y un nucleo interno de células necréticas. Esta
disposicion refleja el patron de crecimiento de los tumores sélidos in vivo, con células
proliferantes que se encuentran mas cerca de un suministro de nutrientes y oxigeno. La
hipoxia constante en el nacleo conduce a la glucdlisis y la sintesis de COz, piruvato y
lactato, dando como resultado una acidificacion 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 oxigeno, son menos efectivos en el modelo

3D.*°

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

. 22
Fuentes: Alcantara Q.
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Los factores que afectan la formacién de los esferoides incluyen el tipo de célula, la

densidad celular de la siembra, el tipo de medio de cultivo y el tiempo de incubacién.'’

Los esferoides varian de diametro, sin embargo, es menor a 500 pm, logrando cultivar
gran numero de células en un volumen relativamente pequefio. Cuando los esferoides
estan listos para los experimentos, es muy importante seleccionar esferoides del mismo
tamafio, ya que una ligera diferencia de diametro puede resultar en una diferencia de

volumen dramatica. 61722

Segun el tipo de célula utilizada, los cultivos tridimensionales se pueden clasificar en
Primarios, es decir, cuando el fragmento que se cultivd no sufri6 modificaciones y es
directamente de una célula pluricelular. El otro es el secundario y se denomina asi cuando
parte de células que ya han sido cultivadas previamente, estas se reorganizan sobre una

malla tridimensional que sirve de estroma.'®18

Dentro de la generacion de esferoides, existen varios métodos: 1) métodos de gota
colgante, Il) Métodos de superficie no adherente, 1ll) Cultivo en suspensién, IV) En
andamios, V) Levitacion magnética y bioimpresién, VI) métodos microfluidicos. De los

cuales, los mas utilizados son los siguientes.%%?

Método de gota colgante: fue originalmente un método de microbiologia 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 interaccién
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.?®

Formacion espontanea de esferoides: Se utilizan placas de fijacidn 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.'®
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Modelos basados en andamios: Las células pueden colocarse en placas en la parte
superior de la matriz después de la solidificacion o mezclarse con hidrogel liquido (matriz)
y luego colocarse en placas para que las células puedan incrustarse dentro de la matriz
durante la gelificacion. En el primer método, las células simplemente se agregan encima
del hidrogel después de la solidificacion 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 colageno son buenos ejemplos de andamios naturales que pueden ofrecer una
correcta union celular y una buena reorganizacion 3D. El colageno ofrece las ventajas de
la compatibilidad celular, la posibilidad de adhesion celular sin modificacién y un entorno
viscoelastico nativo para las células. El uso de hidrogel sintético permite el control de las
propiedades bioquimicas y mecanicas y, por lo tanto, mejora el mimetismo de la matriz

extracelular tumoral. Debido a sus propiedades inertes permite el crecimiento 3D.**?2-24

Si comparamos los modelos 2D y 3D, se pueden enumerar 4 importantes diferencias:
Primero, las diferencias en propiedades fisicas y fisiolégicas 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 biolégico o sintético mantienen su

morfologia celular.® 227

En segundo lugar, la diferencia en la expresién y la organizacion espacial de los
receptores de superficie en los cultivos 3D y 2D. Muchos de los medicamentos estan
diseflados para designarse a receptores especificos en las superficies celulares. El nivel
de expresién de los receptores y la eficiencia de unién de un farmaco a estos receptores

pueden ser diferentes en cultivos 2D y 3D.% 2526

En tercer lugar, la diferencia en los niveles de expresion del gen del cancer. Las células
gue crecen en monocapa estan bajo estrés y, por lo tanto, algunos genes y proteinas que
se expresan se alteran como resultado de este estado antinatural. Estos genes y
proteinas pueden participar en las acciones de los farmacos y, por lo tanto, afectar la

eficacia de un farmaco para las células.' 252628
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En cuarto lugar, la diferencia entre las etapas celulares. Mientras que las células en
cultivo 2D son en su mayoria células en proliferacion, las células en cultivos 3D suelen

ser una mezcla de células en diferentes etapas. %°

Otro punto importante a considerar, dentro de los modelos 3D, es la comprension del
microambiente tumoral (MET-TME) puede ampliar el conocimiento para disefiar enfoques
terapéuticos mas especificos con una mayor capacidad de focalizacién de las células
cancerosas. Este, consta de diferentes tipos de células no cancerosas y su estroma que

tienen un papel especifico en su fisiologia, estructura y funcién del tumor.*>2426

Al simular el microentorno multicelular se investiga la fisiologia de las células tumorales,
la respuesta a los agentes terapéuticos, asi como el estudio de la proliferacion celular,
apoptosis, la diferenciacién de células, la expresion génica, el metabolismo de las células

tumorales en un contexto multicelular, la cinética de crecimiento y la tasa metabélica.?®

Las condiciones hipdxicas, hipoglucémicas y 4&cidas caracteristicas de la TME
representan desencadenantes importantes para la liberacion de farmacos, la forma de
administracion del farmaco, la resistencia y respuesta a la radioterapia y quimioterapia,

gue son similares a las células in vivo."??

Hypoxic niche Acidic niche

~+— High pHi

’ o (7.4)
O Lo

07 ——
gradient | The usdated land of TME

Immune .
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O @
o Innervated niche
Pos @ 7'?.—

4—‘— PNI for
metastasisi
Metabolism (e Mechanical
micre ent > microenvironment
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Lactate _..'., : o
Lipid ..
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. Hypoxic cancer cell o Normoxic cancer cell o Tcell ” TAM ' TAN
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Imagen 3.- Microambiente tumoral.

. 29
Fuente: Niculescu.
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Pese a los éxitos terapéuticos de la quimioterapia, pocas categorias de farmacos tienen
un margen tan estrecho de antineoplasico y una posibilidad tan grande de causar efectos
nocivos al huésped, debido a que, la mayor parte de los farmacos antineoplasicos
interactian con el ADN o sus precursores, inhibiendo la sintesis de nuevo material
genético y ocasionando dafios en células malignas y normales. Dentro de la clasificacion
general de estos medicamentos incluyen: Farmacos alquilantes,antimetabolitos andlogos
del acido fdlico, de la pirimidina y de la purina, hormonas, antagonistas de hormonas y

especificos moleculares. De los cuales, los alquilantes son los mas utilizados.*°

Existen 6 principales farmacos alquilantes en la quimioterapia: Del grupo de las mostazas
nitrogenadas, etileniminas, alquilsulfonatos, nitrosoureas, triazenos y que metilan el ADN
y los derivados del platino.***? La Administracion Federal de Medicamentos (FDA) ha
aprobado solo siete medicamentos para el cancer, 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 2016.51°

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 inhibicion de la division celular fue descubierta
accidentalmente en 1965 por Barnett Rosenberg, un biofisico en el estudio de los efectos
del campo eléctrico en el crecimiento bacteriano, donde utilizé platino como electrodo y
cloruro de amonio como tampén. Durante sus experimentos, descubrié que la bacteria E-
coli seguia creciendo hasta 300 veces su tamafio normal en lugar de divisién 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 farmaco han encontrado que es activo contra una amplia

variedad de sistemas tumorales.>33
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El cisplatino fue aprobado por primera vez por la Administracion de Drogas y Alimentos
de los EE. UU en 1978 para su uso en cénceres testiculares y de ovario. Durante
décadas, el cisplatino y otros analogos a base de platino se han convertido en armas
importantes que luchan contra una amplia variedad de canceres, incluidos el cancer de

cabezay cuello.?*3°

El modo de accion citotdxico del cisplatino estd mediado por su interaccidén con el ADN,
principalmente. Después de unirse al ADN, el cisplatino inhibe la replicacién y provoca la
detencién en la fase G2 del ciclo celular, lo que da como resultado la apoptosis. Estas
interacciones dan como resultado un consumo isotonico reducido y/o mantenimiento
directo de la produccion de especies reactivas al oxigeno (ROS). Estas tienen un papel
doble en la citotoxicidad del cisplatino, desencadenando directamente la
permeabilizaciéon de la membrana externa mitocondrial (MOMP) o agravando el dafio del

ADN inducido por el cisplatino.>3>:

Las lesiones inducidas por cisplatino causan distorsiones en el ADN que pueden
identificarse mediante mdultiples vias de reparacion. Entre estos, los sistemas de
reparacion por escision de nucleétidos (NER) y reparacion de errores de emparejamiento
(MMR) son los mecanismos mas destacados para la eliminacién de cisplatino. Si el dafio
no se puede reparar, las células se comprometen a la muerte (generalmente apoptoética).
Esto implica la activacion secuencial de ATR (proteina mutada de ataxia telangiectasia y
relacionada con RAD3, un sensor de dafio en el ADN) y el punto de control quinasa 1 (el
sustrato mas destacado y el efecto agua debajo de ATR) que a su vez fosforila la proteina
supresora de tumores TPS53, esta activa varios genes cuyos productos promueven
MOMP, lo que desencadena la apoptosis enddgena, asi como genes que codifican
componentes de vias apoptoticas exdgenas. La via extrinseca se activa cuando el ligando
se une a los miembros de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral-a y
luego forma el complejo de sefalizacion que induce la muerte a través de la
oligomerizacion de la molécula conectora y el reclutamiento de procaspasa-8. Las vias
intrinsecas se inician por tensiones celulares como el dafio del ADN, lo que lleva a la
liberacion de citocromo C por parte de las mitocondrias, que activa la procaspasa-9. Las
proteinas de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis inducida por dafio en el ADN al regular

la liberacién del citocromo C mitocondrial en respuesta al dafio en el ADN.>37
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Imagen 4.- Efecto del cisplatino en ADN.
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Fuente: Wang et al.

El cisplatino ofrece un éxito inicia con respuestas parciales y estabilizacion de la
enfermedad en muchos pacientes, pero desafortunadamente, su utilidad clinica se ve
limitada en dltima instancia por el hecho de que la mayoria de los pacientes
eventualmente desarrollaran resistencia la cisplatino, lo que provocard la recurrencia del
tumor. Tras la absorcién y el procesamiento celular, el cisplatino se une al ADN. Luego,
esta forma de lesion del ADN es detectada por el mecanismo de vigilancia celular,
generalmente denominado “respuesta al dafio de ADN” (DDR), que finalmente determina
el destino celular a través de la activacion coordinada de varias vias posteriores. Por lo
tanto, se ha anticipado ampliamente que la futura eliminacion de la vida es DDR es la
clave para una mejor comprension de la quimiorresistencia y el desarrollo de tratamientos

contra el cancer mas eficaces.**

La quimiorresistencia a los farmacos es un obstaculo importante. Existen dos formas de
resistencia: resistencia intrinseca y resistencia adquirida. La resistencia intrinseca es la
resistencia que se produce desde el inicio del tratamiento con el farmaco, mientras que
para la resistencia adquirida el farmaco es inicialmente activo, pero se vuelve inactivo con
el tiempo. La resistencia al cisplatino puede ser posible al disminuir la captacion celular
del farmaco, disminuir la entrada o aumentar la salida del farmaco, la desintoxicacion del
farmaco por los tioles celulares, la interaccion del objetivo del farmacoy la reparacion del
ADN_35,38,39
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La quimiorresistencia durante la circulacion del farmaco a través del torrente sanguineo
al administrarse via intravenosa vy, por lo tanto, circula por la sangre antes de ingresar a
las células cancerosas. Las proteinas presentes en el torrente sanguineo se pueden unir
con el cisplatino. Esta union a proteinas es responsable de la desactivacion del cisplatino.
El 65-95% del cisplatino se une a la proteina plasmatica justo después de un dia de

administracion.>=°

De igual manera, la resistencia durante la entrada o salida del farmaco a través de la
membrana celular: La disminucion del flujo de entrada y el aumento del flujo de salida del

cisplatino provocan una menor acumulacién de farmaco en las células cancerosas.>*

Por altimo, la resistencia después de la union cisplatino-ADN. NER es la mejor manera
de eliminar las lesiones del ADN para inducir la resistencia al cisplatino. El sistema NER
elimina los nuclettidos dafiados en ambas cadenas y luego sintetiza el ADN para
reconstruir la integridad del gen. Las células con sobreexpresién con NER denotan una
sensibilidad muy baja al cisplatino. La proteina MMR es una proteina muy importante que
generalmente intenta reparar el dafio del ADN-cisplatino. Si no se repara, entonces
conduce a la apoptosis. La resistencia al cisplatino también es posible debido a la
desregulacion inducida por farmacos de la funcion del microARN. Esta desregulacion
puede causar problemas en la sefializacion celular, la metilacion del ADN y la supervivencia

celular que dan como resultado la resistencia al cisplatino.> 3
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Imagen 5.- Vias de resistencia al cisplatino.
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La nanotecnologia permite la produccion de materiales nanomeétricos con propiedades
fisicas y quimicas Unicas que los convierten en candidatos adecuados para las
aplicaciones médicas. En general incluye la sintesis y el control de materiales con
dimensiones menores a 200 nm. La nano-oncologia es la rama de la hanotecnologia, que
se relaciona con la aplicacion de nanomateriales para el diagnostico y tratamiento del

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

. . . . ;. _ Yo 8,37,41,42
inalcanzable debido a las restricciones quimicas, fisicas o biologicas.

Dentro del campo de la odontologia, se han desarrollado nuevos materiales con el fin de
mejorar aquellos que ya se encontraban disponibles. Algunos nano-materiales
sintetizados a base de polimeros, moléculas metalicas e inorganicas, proveen una mejora

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

. . . . ., . 43,44
fluorescencia, antitumorales, remineralizacion y regenerativas.

El interés particular de la investigacion de las nanoparticulas aplicadas a la oncologia, va
dirigida a nanotransportadores que puedan mejorar la biodisponibilidad de los farmacos,
acumularse de manera eficiente y especifica en el sitio del tumor, interactuar con las
unidades funcionales de la célula debido a su pequefio tamafio, biocompatibilidad,
potencializar la liberacién sostenida o citotoxicidad en tumores y liberar agentes

bioactivos encapsulados o conjugados en respuesta a las condiciones quimicas y

. iz - - . . 7,29,34,36,45,46
biologicas unicas del microambiente tumoral.

Una gran cantidad de nanoparticulas con una dimension de 50-200 nm se utilizan
generalmente como nanotransportadores de medicamentos contra el céncer. Estas
nanoparticulas generalmente son absorbidas por las células cancerosas con la ayuda del
efecto de permeabilidad y retencién mejorada. Uno de los puntos mas importantes sobre
la nanoentrega es la alta reactividad superficial e interacciones mejoradas con las
estructuras celulares, en particular con la membrana plasmatica que es la principal barrera
gue separa la célula del medio que la rodea. Las membranas de las células de los
mamiferos estan formadas principalmente por cargas negativas, lo que le da adsorcién
de las NP’s cargadas positivamente. Esta absorcién no solo puede causar dafio a la

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

. .. . . . . 2 P . . 8,46
difusion pasiva o podria ser internalizada por la célula a través de la endocitosis.
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Otro punto importante es la capacidad de las células cancerosas para evadir la vigilancia
inmunoldgica y dirigirse a células homdlogas debido a proteinas y receptores especificos
en sus superficies. Las membranas de células cancerosas tienen las moléculas de

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

- . . . . . o 47 .
superfamilias de inmunoglobulinas, integrinas y receptores linfociticos.  debido a esta
evasion inmunitaria, los tratamientos han beneficiado a una minoria de pacientes. Por
ello, se busca mejorar la inmunidad antitumoral a través de nanoparticulas capaces de

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

.z , 43
captacion de las células cancerosas.
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Imagen 6.- Accidn de nanoparticulas en células cancerigenas.
Fuente: Zoubi MAS.*®

Dentro de la clasificacion de nanomateriales se encuentra la que esta basada en su

composicién quimica, se puede considerar una divisibn primaria en organicos e
. Lo L o . , . . P 48,49
inorganicos y subclasificarse es: 1) Organicas, 2) inorganicas, 3) virales 4) hibridas.

Basandonos en la primera division, las nanoestructuras de base organica son materiales

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

. 48,50-51
dendrimeros).
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En comparacion con las nanoparticulas organicas, las nanoparticulas inorganicas (INP)
poseen caracteristicas opticas, eléctricas y magnéticas Unicas, lo que hace tener una
perspectiva de aplicacion prometedora en el diagndstico y tratamiento de tumores. Sin

embargo, la aplicacion clinica de las NPI sigue siendo un desafio debido a su limitada

. L . . . . 8,47,48 .
biocompatibilidad y capacidad de direccionamiento. Algunos ejemplos son:
nanoparticulas oro, plata, cobre, hierro, 6xido de Zinc y magnesio, entre otras, que
muestran profundas aplicaciones en el campo biomédico.>°%>? Cada una de ellas tiene

sus caracteristicas Unicas que las convierte en una herramienta novedosa y eficiente. De

. . ., . . 8
entre ellas, las particulas de ZnO muestran una aplicacion y eficacia prometedora.

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

musculos, huesos, etc. No es tdxico en condiciones fisiolc’)gicas.52 La administracion 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 tamafio nanométrico inferior a 100
nmy en condiciones fisiologicas, su valor de pH es aproximadamente 7.4 por lo que estan
cargadas positivamente. Esto proporciona condiciones favorables para su interaccion con
las células tumorales, que frecuentemente llevan carga superficial de la membrana
negativa. La disolucion del Zinc ocurre mas facilmente en el régimen acido, por lo que,
probablemente las NP’s de ZnO se disuelven mas facilmente en el microambiente acido
del tumor derivado del efecto Wartburg, es decir, las células cancerosas favorecen la

glucdlisis incluso en condiciones aerdbicas sobre el metabolismo mediante la via de

. ., . . 8,45,46
fosforilacion oxidativa.

Se demostré que las NP’s de ZnO pueden afectar la respiraciéon celular de las células
cancerosas. Cuando se agota la capacidad celular para mantener la homeostasis del
Zinc, parece iniciarse un circulo vicioso de dafo celular que finalmente conduce a la

muerte celular.®4°

Otro mecanismo de apoptosis es a través del estrés oxidativo, este es el resultado del
desequilibrio entre oxidantes, antioxidantes y especies reactivas de oxigeno (ROS) en los
entornos celulares. Estos metabolitos intracelulares producidos por las mitocondrias
juegan un papel importante en la sefializacion celular y la homeostasis. En general, los

niveles de ROS promueven la proliferacion y el crecimiento tumoral, sin embargo,
23




mientras los niveles ROS se mantengan altos, inician el estrés oxidativo e inducen la
muerte celular. Como los niveles de ROS son dafiinos, las células tumorales activaran los
antioxidantes, sistemasde defensa para evitar la acumulacion de ROS a niveles letales.

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

. . . . . 4 41,9, 52-54
intracelulares de ROSy bloquear el sistema de antioxidantes simultaneamente.

Z/v APOPTOSIS

Imagen 7.- Mecanismo de ROS.
Fuente: Zoubi MAS.*®

Ademas de la posibilidad de utilizar NP’s ZnO como agente terapéutico independiente,
existe la posibilidad de combinarlos con terapias estandar establecidas, como la
guimioterapia y radioterapia. Se ha previsto que los medicamentos contra el cancer se
pueden cargar en ZnO para combinar ambas terapias y lograr efectos aditivos o

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

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

Por otro lado, las NP"s de MgO también son un campo prometedor dentro de las terapias
antineoplasicas. EI Magnesio (Mg) es un micronutriente esencial requerido para muchas
funciones. En su forma mineral es necesario para el desarrollo del cerebro, regeneracion

0sea; en su forma de Oxido se usa como antiacido, laxante a corto plazo, fertilizantes,

L . . , 49,56,57
antimicrobiano y anticancerigeno.
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Este efecto anticancerigeno se debe a que los materiales que contienen metales se unen

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

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

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

disocian con més facilidad en pH &cido, permitiendo la mejor liberacion del mismo y de

. . , . . . . 41,54,56,58
farmacos antineoplasicos como el cisplatino en los tejidos cancerosos.

Si bien, las NP’s de MgO estan mas estudiadas en el efecto antimicrobiano que

presentan, las vias de investigacion dentro de la nano-oncologia estan en desarrollo para

- . 7 - . . ;- 58
su utilidad como terapia oncogénica y como conjugados con antineoplasicos.
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V. Planteamiento del problema

A pesar de los avances en el tratamiento del cancer en las ultimas décadas, sigue siendo
un desafio debido a la complejidad y heterogeneidad de los tumores, lo que genera

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

. . 15
tumor y de su microambiente.

La mayoria 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 fisiologia del

4,15
tumor.

Cuando se quiere confirmar un fenbmeno 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 esta motivado por la necesidad de crear modelos celulares que capturen

. .. . , 15,23
mejor las complejidades de la biologia tumoral.

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

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

. , 4,23
diferentes métodos.

El régimen estandar de tratamiento con quimioterapia estd 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,

e . . 5
generando la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento.

El creciente interés por la nanotecnologia, que se ocupa de la fabricacién de materiales
con dimensiones nanométricas y sus usos en diferentes campos a nuestro alrededor,
especificamente las nanoparticulas (NP) estan atrayendo mucho el interés de los
investigadores bioldgicos debido a sus amplias aplicaciones terapéuticas y sistemas de
administracién de farmacos en biomedicina. Algunos ejemplos son: nanoparticulas de

6xido de Zinc, Oxido de Magnesio, etc., que muestran profundas aplicaciones en el campo

. L, . 52
biomédico.

26



VI. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el efecto citotoxico del uso de Cisplatino, ZnONPs, MgONPs y conjugados, en
un modelo 3D de subcultivo linfoide, realizado en el Laboratorio de Investigacion del area
de Nanoestructuras de la ENES-unidad Ledn, UNAM, ¢durante los meses de mayo-
diciembre de 20227

VII. Hipotesis

% Hipotesis investigacion: Conjugados de nanoparticulas de Oxido de zinc
(ZnONPs) y 6xido de magnesio (MgONPs) con cisplatino disminuira la viabilidad

celular de un modelo 3D de células neoplasicas linfoides.

% Hipdtesis nula: Conjugados de nanoparticulas de 6xido de zinc y oOxido de
magnesio con cisplatino en un modelo 3D de células neopléasicas linfoides no

disminuird la viabilidad celular.
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VIII. Justificacion

A pesar de las importantes inversiones en la investigacion del cancer, el descubrimiento
y el desarrollo de farmacos equivale a menos del 5 % de todos los nuevos farmacos que
se descubren en ensayos de inhibicion del crecimiento realizados en paneles de lineas

de células tumorales mantenido y analizados en condiciones de cultivo bidimensional

4,15,23

(2D).

Recientemente, ha incrementado el interés por nuevos modelos que representen con
mayor precision el microambiente real donde residen las células neoplasicas. Siendo de
este tipo, las células cultivadas en 3D, que reflejan con mayor precision el entorno de la
respuesta celular. La dimensionalidad adicional de los cultivos 3D, es la caracteristica
crucial, porque no solo influyen en la organizacién espacial de los receptores de superficie

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

.. . , . , 1 ., . L. .
limitaciones fisicas a las células. también muestran una cinética de crecimiento, aumento
de los contactos célula-célula y célula-matriz, los cuales alteran los patrones deexpresion

génica y la resistencia al tratamiento antineoplasico y limitan la difusiébn de nutrientes,

oxigeno y productos fuera y dentro de los esferoides. 234

La resistencia de los antineoplasicos ante diversos tipos de neoplasias malignas es cada
vez mas comun, por lo que investigar nuevas terapias con agentes bioactivos
encapsulados o conjugados en respuesta a las condiciones quimicas y bioldgicas Unicas
del microambiente tumoral abre nuevas posibilidades. El interés de investigar la
nanotecnologia como nanoacarreador con antineoplasicos es con la finalidad de mejorar
las terapias, tener mejor biocompatibilidad y menor citotoxicidad a células sanas. Es por

ello que el uso de antineoplasicos y nuevas terapias dirigidas en oncologia son

. 9,29,34,36,37,45,
Importantes.

28



IX. Objetivos

General:

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

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

o Determinar la dosis/respuesta citotoxica en un modelo 2D de subcultivo linfoide
tratado con Cis, ZnONPs, MgONPs y conjugados, a través de ensayo de MTT.

o 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 reaccion de inmunohistoquimica de los esferoides tratados con Cis,
ZnONPs, MgONPs y conjugados.
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X. Material y métodos

Disefio de estudio: Experimental, prospectivo y comparativo.
Universo: Explante de neoplasia linfoide.
Poblacion: subcultivo celular linfoide.

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

Criterios de inclusion, exclusiéon y eliminaciéon

Criterios de inclusion:

¢ Que sea de forma esférica.

¢ Didametro minimo de 150 a 250 pm.
Criterios de exclusion:

s Esferoides que se perdieron por el tratamiento con antineoplasicos o NPs

+ Esferoides con precipitacion de NPs.
Criterios de eliminacion:

¢ Pérdida de esferoides durante su recoleccion.

o Pérdida de esferoides durante el procesamiento con tincion H&E o

inmunohistoquimica.

Variables

¢ Independientes:

o Efecto antineoplasico

o Efecto de nanoparticulas
e Dependientes:

> Reaccion de inmunohistoquimica (ver tabla 1).
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Variables

. Definicién Definicion L, Escalade
Variable ; Naturaleza | Escala Funcién L
conceptual operacional medicion
Efecto citotoxico Numero de
Efecto anti- | de farmaco que | células vivas que | Cuantitativa Viabilidad
neoplasico inhibe el guedaron continua Razén Indepen- celular en
desarrollo, después del uso diente %
crecimiento y del medicamento.
viabilidad de las
células.
Efecto Efecto Numero de Cuantitativa Viabilidad
citotoxico citotoxico de células vivasque continua Razoén Indepen- celular
de nano- las quedaron diente en %
particulas nanoparticula después de la
s (entre 50 y aplicacién de las
200 nm). NPs
Reaccién
Reaccién de inmuno- Se determinaria Cualitativa Negativ
inmuno- enzimatica a el inmuno- dicotémica Nominal Depen- o]
histoquimica través de marcaje nuclear diente Positivo
anticuerpospara de las células
detectar
antigenos
especificos
en los tejidos.

Tabla 1.- Operalizacion de variables.
Fuente propia.
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Metodologia

Biopsia y explante de cultivo primario

Se realiz6 una biopsia de un tumor en la region maxilar derecha de una paciente de 53
afos en el Servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital General de Ledn. La muestra se
dividio, enviandole una mitad para examen histopatolégico en el Servicio de Diagnostico
Histopatoldgico (SEDH) y la otra mitad para cultivo celular primario al area de
Nanoestructuras y Biomateriales del Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria,
Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES) Unidad Ledn, UNAM. El aislamiento de
cultivos fue aprobado por el comité de bioética de la Unidad ENES Ledn, UNAM con el
cadigo de registro CE_16 004_SN (Imagen 8).

Formol 4%
(HCOH) ) Di\

24h

Biopsia de
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— :"”:“ -
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4 -

37°C
5%C02/95% X 21 Dias

de

Imagen 8.- Metodologia de biopsia y explante primario.
Fuente propia, realizado en BioRender.com
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Hallazgos histopatolégicos

La biopsia de tejido se sumergié en formalina tamponada al 4 % por un periodo de 24
horas, luego se tratdé con Histokinette pasando por alcohol 60 %, alcohol 70 %, alcohol
80 %, alcohol 90 %, alcohol 90 %, alcohol 100 %, alcohol 100 %, alcohol 100 %- xilol,
xiloll, xilol I, parafina I, parafina Il (Leica, Alemania), se incluy6 en parafina y se corté a 3
micras utilizando un microtomo (Leica, Alemania). Estas secciones se tifieron con

hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron con un microscopio optico (Imagen 9).
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Imagen 9.- Metodologia de procesamiento en SEDH.
Fuente propia, realizado en BioRender.com
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Cultivo celular primario

Todo el proceso se gestiond dentro de la campana de flujo laminar horizontal (Biobase,
China). El tejido se secciond en explantes de 1x1 mm y se incubd con medio minimo
esencial de aguila (MEM, Sigma-Aldrich, MO, EE. % de antibiético en cajas de Petri de
10 cm de didmetro e incubadas a 37 °C con 5 % de CO2 y 95 % de humedad durante 21
dias (Imagen 10).
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Imagen 10.- Metodologia de cultivo primario por explante.
Fuente propia, realizado en BioRender.com

Caracterizacion celular

Las células de cancer linfoide presentaban una forma similar a la de un fibroblasto que
se desprendi6 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 proliferacion sobre el cubreobjetos electrocargado.
Para caracterizar las células que han sufrido cuatro niveles de duplicacion de poblacion
(PDL) se consideraron y se realiz6 inmunocitoquimica utilizando anticuerpos de ciclina
D1y CD3.




Estudio de dosis-respuesta usando cultivo celular 2D

Las ceélulas 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 conto el
numero de células usando un hemocitémetro bajo el microscopio de luz invertida (Leica,
Alemania). El subcultivo se realizé con 1x1% células/mL durante 48 horas y permitié la
union completa. Posteriormente las células se incubaron con los diferentes farmacos
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, (s50nm), 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 evalu6é mediante el método MTT, donde las células se incubaron con Tiazolil
Azul Tetrazolio Bromuro durante 7 horas, y se midi6 la absorbancia a 570 nm utilizando
un lector de espectrofotdmetro de microplaca (Thermo-scientific, Helsinki, Finlandia). La
citotoxicidad se evalué segun la norma ISO 10993-5:2009 y se calculé la concentracion

citotoxica al 50 % (CC®°) para cada grupo (Imagen 11).
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Imagen 11.- Metodologia para determinar la dosis citotoxica en modelo 2D.
Fuente propia, realizado en BioRender.com
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Formacion de esferoides 3D y estudio dosis-respuesta

Los esferoides se formaron utilizando el método de superposicion liquida con agarosa al
1,5 % (Sigma-Aldrich, San Louis, EE. UU.). El gel de agarosa se prepard esterilizando en
autoclave la solucién acuosa de agarosa durante 15 minutos y se afiadieron 50 pl a una
placa de 96 pocillos de fondo redondo, se dejé solidificar durante 20 minutos en
condiciones estériles. A continuacion, las células linfoides se subcultivaron a una
concentracion de 2,5 x 102 células/pocillo y se incubaron durante 72 horas. El crecimiento
de los esferoides se registr6 con microscopia de contraste de fase y el medio se
reemplazo cada dos dias (Imagen 12).
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_ /= j\/\ j\/ \

- i - Placa con
Lavado con 2,5 x 102 celulas/mL agarasa

PBC W smin

—

|

Y , Sac I Eal | ]
T ¢ s = w
?F v - & e
= = é 48 h

Imagen 12.- Metodologia para preparar modelo 3D (esferoides).
Fuente propia, realizado en BioRender.com

36



Los esferoides se trataron con los compuestos similares mencionados anteriormente, a

su dosis CC0.
Se obtuvieron 6 grupos de estudio:

Grupo de esferoides con nanopatrticulas de Mg.

Grupo de esferoides con nanoparticulas de Zn

Grupo de esferoides con cisplatino

Grupo de esferoides con nanoparticulas de Mg y cisplatino

Grupo de esferoides con nanoparticulas de Zny cisplatino

S S A

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 tincion

H&E e inmunohistoquimica (Imagen 13).

24 h <4
4C

Formol 4%
(HCOH)

MTT

Viabilidad celular

Imagen 13.- Metodologia de tratamientos y recoleccién de esferoides.
Fuente propia, realizado en BioRender.com
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Proceso de inmunohistoquimicay tincién 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 I, xilol Il, parafina I, parafina Il
(Leica, Alemania), Posteriormente, se incluyeron en parafina y se refrigerado a 4 °C
durante 30 min para ser cortado con microtomo (Leica, Alemania) a 3 micras. Las
secciones se suspendieron en una tina de bafio 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 tincion 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 ultimo,
se montaron con resina (El crisol, Querétaro, México) y cubreobjetos para su observacion

a microscopia de luz (Imagen 14).

En el caso de inmunohistoquimica, una vez obtenido el cubo de parafina se realiza un
corte con microtomo a 5 micras, se deja flotar en tina de bafios con agua destilada a una
temperatura de 40 °C, se pescan con un portaobjeto con pegamento enzimatico
dejandose secar a 60 °C durante 30 minutos y se aplica el inmunomarcador de ciclina D1.
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Deshidratacion con Alcoholes a
difetentes concentraciones
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Imagen 14.- Metodologia de procesamiento en SEDH de modelo 3D (esferoides).
Fuente propia, realizado en BioRender.com
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Xl. Resultados

El conjunto de datos incluye la media, el porcentaje y la desviacion estandar para un
tamafio de muestra de n=6, cuya normalidad se prob6é mediante la prueba de Shapiro-
Wilk y se sometio a la prueba ANOVA posthoc de Tukey en el software SPSS V16
(paquete estadistico para ciencias sociales, Chicago, Estados Unidos). Se utilizé un nivel

significativo de p<0,05 y un nivel de confianza del 95 %.
Resultados de caracterizacién de cultivo primario con H&E e inmunohistoquimica

El estudio histopatoldgico resulté en una neoplasia maligna de estirpe linfoide constituida
por células plasméaticas pleomoérficas y células grandes de ndcleo central y escaso
citoplasma con formacion de centros germinales aislados. El estudio histopatolégico dio
como resultados positividad fuerte a vimentina (+++) y débil a CD3 (+), siendo consistente

con cultivo celular de origen linfoide (Figura 1).
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Figura 1.- Estudio histopatoldgico tefiido con H&E de biopsia y caracterizacién con inmunohistoquimica.
Ay A* H&E; B y B* vimentina; C y C* CD3.
Fuente propia.

40



Resultados para determinar la dosis/respuesta del modelo 2D

Se evalud la dosis-respuesta de NPs, antineoplasicos 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+ZNnONPs<ZnONPs<Cis+tMgONPs<Cis<MgONPs. Con baseen los
resultados obtenidos, se determiné la concentracion citotoxica al 50 % (CC®°), mismo que

se grafican en Tabla 2 y grafico 2.

Grupos cc®

MgO 0.65117164
Zn0 0.04022523
Cis 0.89479548

Cis MgO 0.74236445
Cis ZnO 0.04874103

Tabla 2.- Viabilidad celular con
dosis/respuesta en cultivo 2D.
Fuente propia, realizado en Excel.
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Gréfico 2.- Viabilidad celular en porcentaje a diferentes dosis de antineoplasicos
y nanoparticulas.
Fuente propia, realizado en Excel.
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Resultados de esferoides cultivados

Se monitored la formacion de esferoides utilizando el método de andamios y luego se
seleccion6 el tamafio y la morfologia adecuados a través de microscopia inversay tincion
con H&E valida la existencia de un grupo de nucleos densamente empaquetados,
numerosas células dentro de los esferoides individuales. Asi, después del dia 4 se

eligieron con un tamafio medio de 150+25 um y forma esférica (Figura 2).

40X ‘ 40X

Figura 2.- Esferoides cultivados observados con microscopia inversa
(A) y H&E (B).
Fuente propia.

Resultados de esferoides tratados con ensayo MTT

Se uso el efecto antineoplasico del CC>° predeterminado del estudio de cultivo celular
2Dy se incubd con los esferoides. La dosis de CC®° se consideré una concentracion del

100 % y se incub6 durante 24 horas y se realizé el ensayo de MTT (Tabla 3y 4).

De los datos, es interesante observar una disminucién en la poblacion celular en el

siguiente orden:

*ZNONPs=47,4+0,8 %<Cis+MgONPs=53,4+1,51 %<
*5-FU+ZnONPs=5713,1 %<5FU+MgONPs=69,4+1,2<
*MgONPs=71,9+4,7 %<Cis=72,31t4,1<Cis+ZnONPs=72,414,1 %<

*5-FU=84,5+3,8<Control=100+£3,9 %.
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Anélisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
GRUPO 36 180 5 6.85714286
DOSIS 36 4.1839 0.116219444 0.0044823
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones

Suma de cuadrados Grados de libertad  Promedio de los cuadrados

F

Probabilidad

Valor critico para F

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total

429.3236253
240.1568806

669.4805059

1
70

71

429.3236253 125.137592 0.00000000000000003073

3.43081258

3.977779393

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

Numero de células viables (%)

Dosis (%) Grupos MgONPs ZnONPs Cis Cis+MgNPs  Cis+ZnNPs
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 7516.79
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 11140.27**| 9+0.27**  |67+0.30** | 47+3.3 13+0.68*
50 104+40.27** | 8+0.27** 61+0.30** | 43+0.18+ 14+0.30**
100 26+0.27** | 740.27**++ |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 4.- Diferencia significativa de esferoides tratados.
Fuente propia. Realizado en Excel.

Tabla 4 . Los esferoides se trataron con dosis de CC®*° de los diferentes grupos durante

24 h. Después de la incubacion, se determind el numero 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 resultoen una

disminucion 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=71,94+4,7 % <Cis=72,314,1<Cis+ZnONPs=72,4+4,1 % <
*5fu=84,5+3,8<Control=100+3,9 %.
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Resultados de esferoides tratados observados al microscopio

Para estudiar morfolégicamente el efecto de los compuestos mencionados anteriormente,
los esferoides se visualizaron bajo un microscopio y se observdo un esferoide
distorsionado para ZnONPs y Cis de forma menor. Cuando se tifileron con H&E, se
observo la reduccion de nucleos como se esperaba, asi como la pérdida de conformacién
esférica. Posteriormente se evalu6 con técnica de inmunohistoquimica con
inmunomarcador Ciclina D1, donde se observo escaso marcaje del nacleo (Figura 3).
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Figura 3.- Esferoides tratados y observados con microscopia inversa de luz
(A, D, G); esferoides observados con microscopia de luz y tefiidos con H&E
(B, E, H) y inmunomarcados con Ciclina D1 (C, F, I).

Fuentes propia.
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XIl. Discusion

En el presente estudio, se generé un modelo 3D de esferoides de células cancerosas
linfoides. Saraiva et al. también generé esferoides usando la técnica de superposicion

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

. , . ., . 58 .
andamios resulté en una mejor formacion de esferoides. Este hallazgo es consistente

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

Se realizé un cultivo 2D y 3D para probar la eficacia de tratamiento antineoplasico con
cisplatino, ZNnONPs y MgONPs y conjugados de NPs y antineoplasico. El cultivo 2D se
utilizé para determinar la dosis-respuesta de las células al antineoplasico y NPs. Los
resultados encontrados dieron mejores resultados en las células cultivadas a través de
esferoides (3D) por su semejanza con los tumores sélidos. Edmoson et al, reconocen las
deficiencias que tiene el modelo 2D en comparacién con el 3D'y Alcantara et al, coinciden
al mencionar que el cultivo 3D permite mimetizar las intercomunicaciones célula-célula,

célula-matriz extracelular y el microambiente tumoral.??

Atashi et al, compararon la eficacia de antineoplasicos entre ellos el Cis y descubrié que
este, presenta menor resistencia en comparaciobn con otros farmacos. Este
descubrimiento es inconsistente con nuestra investigacion, donde los esferoides tratados
con Cis solo respondieron menos a tratamiento. Ademas, Atashi et al, también estuvo de
acuerdo en que combinar terapias con otros medicamentos seria mas eficaz, lo que
concuerda con los resultados de nuestro estudio, donde las NPs conjugadas con Cis

fueron mas efectivas.>®

Asimismo, Ghosh realiz6 un estudio sobre el uso de cisplatino conjugado con
nanomateriales, incluidos las nanoparticulas inorganicas como carbono, oro, silice y
oxido de hierro. Su principal objetivo era mejorar la absorcién y nanoentrega del farmaco

a través de endocitosis en las células.®

Abhishek et al, exploraron el potencial de las ZnONPs para tratar varios tipos de cancer,
incluido el de cuello uterino, de mama, cancer de pulmén y de cabeza y cuello, y

encontraron resultados prometedores.®” Sin embargo, su revisiéon destacé la falta de
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estudios sobre el uso y eficacia de ZnONPs como nanoportador de farmacos

antineoplésicos.

De manera similar, Deng et al, realizaron un estudio sobre esferoides tumorales tratados
con doxorrubicina conjugada con ZnONPs y Cu y encontr6 que los conjugados de
antineoplasicos con ZnONPs fueron significativamente mas citotoxico a una
concentracion de 0,01 mg/ml (10 pg/ml).° Por el contrario, Chia et al, compararon la
citotoxicidad en un modelo 2D versus 3D de dos lineas celulares cancerigenas diferentes,
una de ellas de origen hematoldgico, y encontro que el modelo 2D fue mas susceptible a
la citotoxicidad de ZnO en cualquier dosis en comparacion con el modelo 3D. Esto debido
a que las células de las capas mas 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.”* Este hallazgo es
consistente con nuestro estudio, donde utilizamos una concentracibn mas baja (0,04

mg/ml) para obtener citotoxicidad.

Mientras que Al-Fahdawi et al, observaron una disminucion en el nimero de células a
dosis de 6,12 y 12,5 pg/ml en un cultivo 2D, usando nanoparticulas impregnadas de
platino®’, nuestro estudio mostré citotoxicidad significativa a partir de una dosis mas alta
de 0,25 mg/ml (250 upg/ml), lo que indica diferencias en la efectividad de las dos

formulaciones de nanoparticulas.

En otro estudio realizado por Franke et al, administraron Cis a través de nanoparticulas
resulté en una induccién significativa en el dafio del ADN en dosis bajas (0,015 mg/ml)®?,
este dato se encuentra en contraste con nuestros hallazgos que mostraron un efecto
citotdxico a una concentracion superior a 0,03 mg/ml, destacando la importancia de
comprender los matices de las diferentes formulaciones de medicamentos con

nanoparticulas para lograr los resultadosterapéuticos deseados.

Manisekaran et al, realizaron una revision exhaustiva de la literatura sobre el uso de NP’s
MXene como agentes antineoplasicos en un modelo 2D. MXenes son una nueva clase
de materiales que han demostrado ser prometedores en diversas aplicaciones
biomédicas debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, incluida su éarea de

superficie, excelente biocompatibilidad y superficie quimica compatible.*?
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Los autores de dicho articulo, destacaron varios estudios que demostraron la eficacia de
las nanoparticulas MXene en el tratamiento de cancer cuando se utiliza solo o en
combinacion con otras nanoestructuras. Las nanoestructuras basadas en MXene
mostraron mejor inhibicion de células cancerosas y apoptosis en comparacion con
medicamentos de quimioterapia convencionales, este dato, junto con nuestros resultados
abre una nueva posibilidad para el uso de antineoplasicos y NP’s como terapia

antineoplasica.*?
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XIll. Conclusiones

En conclusién, se cre6 un modelo 2D a través de un subcultivo celular linfoblastico, a
partir de una lesién de cabeza y cuello para obtener la dosis respuesta de
antineoplasicos y NPs en esa linea celular, poder observar el efecto citotdxico en un
modelo 3D y asi enfatizar las diferencias significativas de viabilidad celular de ambos
modelos frente al tratamiento de antineoplasicos y NPs. Cabe destacar el impacto de
las ZNONPs solas y como nanoportador con Cis frente a las células cancerigenas,
siendo una idea prometedora porque es el antineoplasico utilizado como primera linea
de quimioterapia en la mayoria de las neoplasias malignas y que en ultima instancia

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

El camino de la nanomedicina en terapias cancerigenas avanza a pasos agigantados,
por lo que realizar mas estudios en esta linea de investigacion y su contribucion en la
literatura, sera de utilidad para desarrollar y mejorar técnicas de generacion de
esferoides con diversas lineas celulares cancerigenas, asi como la técnica de
procesamiento histologico de dichos esferoides, mismo que es poco utilizada y que
genero ligeras complicaciones en este estudio, sin embargo, se logré generar un
procesamiento estandarizado para la visualizaciéon de los esferoides a través de
tincion H&E e inmunohistoquimica, lo que permitié observar a microscopia de luz el

efecto a nivel histolégico de los antineoplasicos y NPs.

Desde una perspectiva mas amplia, los hallazgos de este estudio potencializan el
camino para desarrollar mas terapias contra el cancer que sean eficaces y dirigidas a
las células cancerosas, asi como minimizar el dafio a las células y tejidos sanos. El
uso de modelos de esferoides 3D en la investigacion del cancer es un avance
significativo, ya que imita mejor el complejo microambiente tumoral y proporciona

resultados mas precisos.
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Uno de los puntos importantes sobre los nanoportadores es la absorcion por
endocitosis mediada, presente en las células cancerosas, por lo que la existencia de
varios informes sobre la capacidad de las NPs inorganicas como nanoportador frentea
la actividad anticancerigena, impulsan las lineas de investigacion novedosas para el

futuro de la nanomedicina.
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