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INTRODUCCION

En condiciones normales, las células del cuerpo humano se forman y multiplican en
el proceso de divisidn celular, creando nuevas células que reemplazaran las células
muertas o dafiadas, en ocasiones dicho proceso no sigue el orden correcto, debido
a cambios genéticos causados por errores que ocurren cuando se estan
multiplicando las células, asi como dafios en el acido desoxirribonucleico (ADN) o
por herencia, y las células dafiadas o anormales se multiplican sin control dando

como resultado el cancer .

El cancer es una enfermedad que ha planteado numerosos desafios terapéuticos,
actualmente exige nuevos enfoques que superen los tratamientos convencionales

que desencadenan efectos secundarios no deseados en los pacientes.

La nanotecnologia se ha convertido en una opcion prometedora para el tratamiento
del cancer gracias a su capacidad de manipular los materiales a parametro
nanoescala, apoyados también de las propiedades fisicoquimicas de estos. Los
nanoportadores encapsulan agentes terapéuticos como medicamentos o genes
teniendo una precisién puntual en el objetivo que son las células cancerosas

superando en varios ambitos las terapias convencionales 23,

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de las nanoparticulas de 6xido
de zinc (ZnONPs) y de magnesio (MgONPs), tanto de forma individual como
conjugadas con el 5-Fluorouracilo, en un cultivo primario de esferoides de células

de origen linfoide bucal, con el fin de evaluar su potencial accién antineoplasica.



1. MARCO TEORICO

1.1.Neoplasias de cabeza y cuello

El cancer de cabeza y cuello esta posicionado en el numero dieciséis de las

neoplasias mas comunes a nivel mundial, y del total de los casos, >90% son

carcinomas de células escamosas. El 10% restante corresponde a los tumores

malignos odontogénicos, de glandulas salivales menores, linfomas, sarcomas vy

melanomas 4.

Debido a la cantidad de tipos de cancer que afectan cabeza y cuello, se clasifican

por ubicacién anatomica usando la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(ICD-10) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Tabla1).®

Sitio principal
Neoplasias malignas de labio

Neoplasia maligna de base de
lengua

Neoplasia maligna de otra parte
de lengua no especificada
Neoplasia maligna de encia

Neoplasia maligna de suelo de
boca

Neoplasia maligna de paladar

Neoplasia maligna de otras partes
de boca sin especificar

Neoplasia maligna de glandula
parétida

Neoplasia maligna de oftras
glandulas salivales mayores y no
especificadas

Neoplasia maligna de amigdala

ICD-10
C00

Co1

C02

C03

Co04

C05

C06

Cco7

C08

C09

Sitio principal

Neoplasia maligna de
orofaringe

Neoplasia maligna de

nasofaringe

Neoplasia maligna del seno
piriforme
Neoplasia
hipofaringe
Neoplasia maligna de otros
sitios mal definidos de labio,
cavidad bucal y faringe
Neoplasia maligna de cavidad
nasal y oido medio

Neoplasia maligna de senos
accesorios

Neoplasia maligna de laringe

maligna de

Neoplasia maligna de otros
sitios mal definidos

ICD-10
C10

C11

C12

C13

C14

C30

C31

C32

C76

Tabla1. Subsitios anatémicos de la cabeza y cuello segun la CIE-10. Fuente: Tomado de

Gormley °.



1.1.2. Neoplasias hematolinfoides de cabeza y cuello

En cabeza y cuello las neoplasias hematolinfoides son diagnosticadas con
frecuencia, en localizaciones nodales y extranodales. En este gran grupo se
incluyen los trastornos linfoproliferativos de células T, los linfomas extranodales de
células Natural Killer (NK) y de células T, plasmocitoma extradseo, linfoma difuso
de células B grandes, linfoma de Hodgkin (LH) clasico, LH con predominio linfocitico
nodular, linfoma de Burkitt, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma y
leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células T, linfoma de células B de la zona
marginal extranodal del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), sarcoma de
células dendriticas foliculares, linfoma plasmablastico, histiocitosis de células de
Langerhans y el sarcoma mieloide intraoral ®. En la quinta edicion de la Clasificacién
de Tumores de Cabeza y Cuello de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
realizé una reestructuracion de las neoplasias hematolinfoides en comparacion con
la edicion previa, y se incluyeron al listado las proliferaciones linfoides reactivas
(Tabla 2) .

Tumores hematolinfoides (5% edicion)

1. Prologos e introducciones
Capitulo 2: Proliferaciones y neoplasias mieloides
Capitulo 3: Neoplasias de células histiociticas/dendriticas
Capitulo 4: Proliferaciones linfoides de células B y linfomas
Capitulo 5: Proliferaciones y linfomas de células T y NK
Capitulo 6: Neoplasias de tejidos linfoides derivadas de la estroma

No g kN

Capitulo 7: Sindromes de tumores genéticos asociados con tumores
hematolinfoides

Tabla 2. Clasificacion de Tumores hematolinfoides (5 edicion OMS). Fuente: Tomado
de Clasificacion de Tumores de la Organizacion Mundial de Salud.

Los tumores hematolinfoides representan un grupo muy heterogéneo de neoplasias
que deben ser consideradas como diagnéstico diferencial de masas encontradas en

la mucosa oral u orofaringea, los ganglios linfaticos cervicales o en la mandibula.



La presentacion extranodal de las neoplasias hematolinfoides pueden involucrar las
amigdalas palatinas, glandulas salivales, nasofaringe, y estructuras 6seas como la
mandibula y maxilar °.

Entre los principales factores de riesgo se incluyen el consumo excesivo de tabaco,
alcoholismo, la combinacién de estos, el consumo de drogas, la dieta, historia
familiar y factores socioeconémicos °.

Por lo general, son los dentistas y especialistas en odontologia quienes mas
frecuentemente refieren a un nivel de atencion mas especializado a los pacientes
con cancer oral. Una mitad de los casos de cancer oral se diagnostican en etapas
avanzadas, ya que tiende a ser asintomatico en las primeras etapas. Esta
enfermedad presenta una diseminacion rapida, con invasion a tejidos cercanos,
cadenas ganglionares y produccion de metastasis. El cancer oral puede causar
dolor crénico, alteraciones en la apariencia facial, parestesia, dificultades en el habla
y la deglucion, asi como llevar a aislamiento social. El prondstico del cancer oral es
desfavorable, con una supervivencia a cinco afos del 40% en estadios avanzados,
y del 80% si se detecta en etapas tempranas #°.

Cada paciente con cancer debe ser tratado desde un enfoque multidisciplinario para
ofrecerle un plan adecuado y personalizado. Dependiendo de la localizacion y tipo
se valora para ser tratado con cirugia, y a menudo se indica radioterapia (RT)
postoperatoria adyuvante en el caso del cancer de cavidad oral. Sin embargo, la
decision de tratamiento depende en gran medida del resultado histopatolégico final
y del estadio; la quimioterapia (QT) se agrega a la RT si se identifica extension

extracapsular de la enfermedad nodal 8.

1.2. Farmacos antineoplasicos

Las terapias antineoplasicas son intervenciones médicas desarrolladas con el
propdésito de prevenir, detener o revertir el crecimiento y la propagaciéon de células
cancerosas. Este conjunto de tratamientos abarca diversas modalidades, entre los
abordajes convencionales se encuentra la RT, que emplea radiacién ionizante para

dafiar o destruir las células, impidiendo su capacidad de reproduccion y crecimiento,



y la QT, basada en el uso de medicamentos citotdéxicos para eliminar las células
neoplasicas. Entre las terapias mas novedosas se enlista la inmunoterapia, las
terapias dirigidas o moleculares, las terapias hormonales, la terapia con células T
con receptores de antigenos quiméricos (CAR), las terapias con radionuclidos, la
terapia genética, y la aplicacion de la nanotecnologia en el area oncoldgica °.

1.2.1. Tratamiento con quimioterapia para el cancer oral

La efectividad de la QT en el cancer oral se potencia cuando se emplea en conjunto
con otras formas de tratamiento, especialmente la RT. En el tratamiento inicial del
cancer oral de células escamosas (90% de los casos), se emplea la QT con
farmacos como cisplatino, carboplatino, 5-fluorouracilo (5-FU), docetaxel, paclitaxel
(PTX) y metotrexato (MTX). El farmaco cetuximab, un inhibidor del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se utiliza como parte del tratamiento del
cancer oral en situaciones especificas. Esta terapia dirigida puede combinarse con
la RT o la QT, o incluso como tratamiento Gnico °.
e 5 Fluorouracilo

El 5-FU es un medicamento antimetabolito aprobado para el tratamiento de diversos
tipos de cancer. Es utilizado como agente terapéutico contra los carcinomas de
células escamosas en cabeza y cuello, en cérvix y en eséfago. Su mecanismo de
accién implica la integracion de metabolitos en el acido ribonucleico (ARN), lo que
inhibe la timidilato sintasa, bloqueando asi la replicacion en las células tumorales ©).
Generalmente, el 5-FU se administra en combinacion con otros farmacos
quimioterapéuticos, lo que potencia el efecto citotoxico en el tumor. Estos
medicamentos quimioterapéuticos requieren dosis muy altas, ya sea cuando se
administran solos o en combinacion, lo que conlleva el desarrollo de efectos
secundarios serios, como toxicidad neurolégica, encefalopatia hiperamonémica,
mielosupresion, mucositis y cardiotoxicidad, entre otros. Por ende, para enfrentar
estos problemas, se han introducido nuevas tecnologias como la nanotecnologia y

la nanomedicina °.
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1.3. Aplicacién de las nanoparticulas

La nanotecnologia es la aplicacién del campo de estudio de la nanociencia, es decir,
donde se manipula la materia a niveles moleculares y atomicos. Por la investigacion
cientifica sobre diferentes tipos de nanoparticulas (NP), asi como la aplicacion de
nuevos nanomateriales y nanodispositivos en numerosas areas de interés humano,
la nanotecnologia posee una base y proyeccion multidisciplinaria. En el ambito de
la medicina y odontologia se reconoce que existen obstaculos que pueden llegar a
ser solventados con las propuestas novedosas de materiales y estructuras de 1 a
100 nm que la nanociencia y nanotecnologia pueden ofrecer .

Ademas de la sintesis de tejidos, el desarrollo de biomateriales y dispositivos
meédicos, sistemas de biofiltracion y ensamblaje robdtico, las NP han abierto las
puertas a la posibilidad de garantizar métodos de entrega eficaz y precisa de
farmacos a células tumorales, sin la afectacion sistémica que las terapias
oncoldgicas convencionales presentan. Una tarea desafiante, ya que se requiere un
sistema de liberacién que sea capaz de transportar los medicamentos de manera
dirigida hasta el sitio de accion .

Por otro lado, la nanotecnologia puede proveer alternativas para el caso de la
polifarmacia, a través del uso de multiples farmacos combinados en un solo vehiculo
para potenciar el tratamiento y reducir la aparicion de resistencia a los
medicamentos. La combinacion de diferentes agentes terapéuticos puede ser
beneficiosa para abordar la heterogeneidad de los tumores y aumentar la eficacia
del tratamiento. Sin embargo, esto también puede aumentar la toxicidad y el dafo
colateral, por lo que se requiere un cuidadoso equilibrio en la seleccion y
administracion de los mismos. En este contexto, es crucial el disefio y la produccién
de métodos inteligentes que actuen como vehiculos para los farmacos oncolégicos
11_

El estudio de la nanotecnologia para su aplicacion en la medicina se ha
incrementado exponencialmente en los recientes afos, lo que se ve reflejado en las

nuevas propuestas de nanoacarreadores, diversos en materiales y caracteristicas,
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que ya se han utilizado en estudios in vitro e in vivo con la esperanza de ser
evaluados en los afios proximos en estudios clinicos con humanos .

En general, las propiedades antimicrobianas o biomédicas de las NP dependen de
los métodos de sintesis y de las condiciones de formulacion, como la naturaleza del
agente reductor, el tiempo de reaccion la temperatura, el pH, la concentracion de
iones metalicos, el tipo de solvente, la composicion quimica final, asi como su forma
y tamafo. Con el objetivo de potenciar su actividad antimicrobiana y reducir su
inmunogenicidad, las NP pueden ser recubiertas con diversos agentes. Por ejemplo,
se pueden utilizar estabilizadores de superficie, tensoactivos, polimeros y
oligonucledtidos. Estos agentes de recubrimiento también contribuyen a mantener
estables las NP y evitar su aglomeracion '°.

Al igual que en la nanomedicina, se anticipa que la aplicacion de la nanotecnologia
en odontologia posibilitara el logro de una salud oral éptima a través del uso de
nanomateriales y biotecnologia. Esto incluye la aplicacion de la ingenieria de tejidos
y diversas tecnologias, como los nanorobots. Especificamente, enfermedades como
la caries dental, la hipersensibilidad dental y el cancer oral pueden ser
diagnosticadas Con mayor profundidad mediante la evaluacion cuantitativa de las
propiedades morfologicas, biofisicas y bioquimicas a escala nanométrica tanto de
la superficie dental en si misma como de los materiales dentales o los fluidos orales
como la saliva. La nanotecnologia aporta una amplia gama de innovaciones y
mejoras en la prevencion, diagndstico y tratamiento de afecciones bucales .

En cuanto a las patologias oncoldgicas, las estrategias de diagndstico a menudo
son costosas, requieren mas tiempo y no siempre tienen la capacidad de distinguir
eficazmente entre tejido normal y tumoral, lo que puede retrasar el inicio del
tratamiento. Las pruebas que se basan en el uso de la nanotecnologia, en especial
con el empleo de NP, han demostrado exitosamente una mejor precision y
sensibilidad en el diagndstico de enfermedades. Por ejemplo, las NP pueden llevar
consigo agentes de contraste dutiles para la imagenologia, asi como
fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica. Conjuntamente, ciertas clases de
NP poseen propiedades Opticas, magnéticas y eléctricas controladas de manera

Unica para generar luz y calor en el diagnostico y tratamiento del cancer oral 4.
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1.3.1. Nanotecnologia en el tratamiento oncoldgico

La técnica novedosa basada en nanotecnologia ha generado expectativas
prometedoras para el diagndstico y tratamiento del cancer. Las NP, que abarcan
tanto las de origen organico (ej., liposomas, dendrimeros y polimeros PEGilados)
como las inorganicas (ej., NP magnéticas, puntos cuanticos y nanotubos de
carbono), han sido ampliamente empleadas debido a su diminuto tamano, alta
reactividad y la posibilidad de ajustar sus funciones de manera personalizada 4.

En la actualidad, es posible superar las limitaciones convencionales en diagnostico
y terapia mediante el uso de diversas NP, aprovechando las particularidades
anatomicas y las condiciones fisiopatoldgicas del tumor, como la angiogénesis, la
hipoxia, el pH bajo y el drenaje linfatico ineficaz. Los vasos sanguineos en el tumor
son irregulares y altamente permeables por la alteracion en sus uniones
intercelulares. Esto permite que las macromoléculas, incluyendo las NP, se
acumulen especificamente en el espacio intersticial del tumor sin ser eliminadas
rapidamente “.

La mayoria de las NP disefiadas para el diagnostico y tratamiento del cancer se
basan en un enfoque pasivo, aprovechando estas condiciones particulares del
microambiente tumoral para favorecer sus interacciones farmacocinética. Sin
embargo, aun se requieren estrategias de direccionamiento activo mas precisas y
eficientes para lograr una disminucién de la toxicidad sistémica y una entrega
exitosa del farmaco. Una de estas estrategias es la unién de NP con ligandos o
anticuerpos especificos para receptores y marcadores tumorales *°.

La terapia con NP ofrece diversas variantes, como la utilizacion de nanovehiculos
para transportar medicamentos en su superficie o en el nucleo de las NP,
permitiendo su liberacion en el sitio tumoral. En este contexto, se ha reportado una
considerable cantidad de investigaciones sobre la formulacién a escala nano de
farmacos en los ultimos afos. No obstante, solamente un reducido numero de estos
sistemas ha progresado hacia una evaluacion orientada al mercado y una

proporcion ain menor ha obtenido la aprobacion definitiva 4°.
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Un ejemplo de esto es la aprobacion para el uso de liposomas como vehiculos para
farmacos, gracias a la habilidad de los medicamentos hidrofilicos e hidrofobicos
para integrarse a sus lipidos anfipaticos. La mayor ventaja de las NP basadas en
lipidos reside en su baja toxicidad en el organismo °. En contraparte, las
nanoparticulas de plata (AgNP) no han podido emplearse vastamente en terapias
de administracion de medicamentos debido principalmente a una carga insuficiente
y a la toxicidad asociada con la plata 3.

Sin embargo, con el propésito de aprovechar en la nanomedicina su eficaz
capacidad de penetracidon a través de las membranas celulares, se han aplicado
estrategias ecologicas para mejorar la estabilidad de las AgNP y reducir su
toxicidad. Entre los métodos de sintesis verde esta la utilizacion de extractos de
hojas de neem y curry, que de manera exitosa ha permitido la fabricacion de AgNP
conjugadas a doxorrubicina (DOX) para el tratamiento de cancer de mama 3.
Ademas de las antraciclinas, los taxanos, y el 5-FU son otros farmacos
antineoplasicos que se han conjugado con nanoacarreadores. De este ultimo
quimioterapéutico se ha estudiado su interaccion y efectividad con multiples
nanomateriales, entre los que se incluyen liposomas, NP poliméricas,
nanocompuestos de carbono y NP inorganicas (ej., de platino y 6xido de hierro) °.
Por otro lado, las terapias dirigidas que involucran a las nanoenzimas hacen
referencia al uso de nanomateriales con propiedades cataliticas similares a las de
las enzimas biologicas. Las NP utilizadas para este fin presentan algunas
cualidades distintivas en comparacion con las enzimas naturales. En primer lugar
por la posibilidad de emplearse como nanoacarreadores de farmacos, ademas de
su efecto intrinseco como nanoenzima, y en segundo lugar por la actividad catalitica
controlada, con mayor estabilidad y menor costo que estos nanomateriales proveen
9,14_

Al aumentar la presencia de especies reactivas de oxigeno dentro de las células y
mejorar la capacidad de los medicamentos para atravesar las membranas, las
nanoenzimas tienen una accion directa contra las células cancerosas. Un caso

ejemplar de esto es el impacto citotoxico de las NP de 6xido de hierro, 6xido de
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cromo y oxido de niquel en la linea de células HepG2 de carcinoma hepatocelular,
con un efecto minimo en los macrofagos sanguineos humanos ©).

De forma similar, estudios celulares han revelado que las NP de 6xido de magnesio
(MgO) median la apoptosis mediante la induccion de especies reactivas de oxigeno
en las lineas celulares de cancer K562, sin que esto haya demostrado efectos
adversos en los linfocitos mononucleares de sangre periférica (PBMC) 5. El
incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno también es uno de
los elementos que contribuyen al efecto citotdxico causado por los nanorods de oro
(NP en forma capsular) 8.

Ademas de las AuNP y AgNP, existe evidencia que respalda las propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas del 6xido de zinc (ZnO) y 6xido de titanio (TiO2),
gracias a la generacion de especies reactivas de oxigeno, degradacion de los
componentes celulares bacterianos, afectando la cadena de transporte de
electrones y en la membrana celular bacteriana. Especificamente, las ZnONP
(Figura 1) se consideran uno de los materiales dentales mas avanzados, mostrando
un efecto antibacteriano cuando entran en contacto con superficies de diversos

materiales, asi como cuando estas NP se incorporan en resinas compuestas '8,
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Figura 1. Nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnONP). Imagenes obtenidas por
microscopio electronico con magnificacion de 10,000x y 50,000x. Cada recuadro
enumerado representa una muestra distinta de ZnONP, obtenidas de diversas
fuentes. Esto demuestra la variacion en la morfologia entre cada agrupacion.
Fuente: Tomado de Pham PV (19)

1.4. Cultivos celulares y su clasificacion

El cultivo celular, implica el crecimiento de células fuera del cuerpo en condiciones
controladas, es un avance importante en biologia celular de la aplicacion de la
biotecnologia. En biomedicina, se emplean cultivos celulares animales, que pueden
ser primarios (aislados de tejidos) o lineas celulares (cultivadas en condiciones
controladas). Algunas lineas celulares, como la linea HelLa derivadas de células
cancerosas, pueden dividirse indefinidamente en condiciones adecuadas '°.

Los cultivos celulares pueden ser adherentes 0 en suspension, y su eficacia mejora
con los equipos y medios adecuados '°. Los estudios de imagenologia en células

vivas actuales son técnicas emergentes que benefician al diagndstico y terapia del
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cancer al investigar a profundidad el efecto de las NP y farmacos. Estos estudios
permiten analizar y evaluar actividades celulares in vivo como la toxicidad,
biodistribucidn, el paso a través de la barrera hematoencefalica (BHE), mecanismos
de captacion celular, muerte, proliferacion e inhibicidon celular en respuesta a
exposicion a NP 20,

La utilizacion de cultivos celulares en nanomedicina presenta ciertas restricciones.
La mayoria de los sistemas in vitro carecen del efecto inmunologico, proteinas
sanguineas, interacciones hormonales, entre otros componentes complejos del
organismo. Esto dificulta la extrapolacion de hallazgos basados en cultivos celulares
de estudios de NP a modelos animales %°.

1.4.1. Cultivos celulares, cultivos 3D y sus aplicaciones

Si bien los cultivos celulares in vitro son utiles para comprender como se comportan
las células in vivo, los sistemas de cultivo bidimensionales (2D) convencionales
pueden proporcionar resultados que no reflejan completamente al organismo, ya
que estan ausentes las interacciones intercelulares y con la matriz extracelular
(MEC) que estimulan la bioactivacion de las células. Para esta discrepancia en el
comportamiento celular entre los sistemas de cultivo celular in vitro y la fisiologia
celular in vivo, se han desarrollado nuevas plataformas de -cultivo celular
tridimensional (3D) disefiadas para simular de una forma mas precisa las
condiciones in vivo ?'.

Los modelos celulares 3D muestran un gran potencial en diversas areas de
investigacion, incluyendo la nanotecnologia. Estos modelos 3D ofrecen una
plataforma para estudiar la nano-toxicidad en sistemas vivos, puesto que la
formacion de agrupaciones celulares influye en la capacidad de penetracion de las
NP y en el efecto citotoxico que puedan causar. Sin embargo, este campo aun no
ha sido completamente explorado debido a la complejidad en la preparacion de
muestras y la implementacion de modelos. En este mismo sentido, es importante
destacar que no existe una sola tecnologia en 3D aplicable para todas las

investigaciones 2.
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Se pueden clasificar en dos categorias principales los sistemas disefiados para

realizar cultivos celulares 3D: los sistemas de cultivo sin armazon y sistemas

basados en armazones (Figura 2).

Figura 2. Sistemas para el cultivo celular tridimensional. MEC: Matriz
extracelular. Fuente: Declan Riordan, trabajo propio 2019.
e Sistemas de cultivo celular en 3D sin armazones
Para fomentar la autoagregacion de células en esferoides (Figura 3) se puede optar
por el uso de placas de baja adherencia para, el uso del método de la gota colgante

o la utilizacién de biorreactores en condiciones dindmicas de cultivo 2'.

Técnicas sin armazon Técnicas con armazon

Método de la gota colgante Sistemas

derivados de
» MEC

Método de agitacidn por biorreactor

.»

Figura 3. Esferoides de la linea celular U251MG. En cada recuadro se

demuestra el estado de agregacion de los esferoides a las 24 horas post-siembra
e iniciado el tratamiento con lomustina. A: 62.5 uM; B: 125 uM; C: 250 uM.
Imagenes tomadas con microscopio de campo claro objetivo 10x, escala de 100
MM. Fuente: Tomado de Darja.Lavogina, trabajo propio 2022.
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Se ha mencionado que las condiciones ideales para la formacion de esferoides
surgen de un crecimiento clonal mediante la proliferacién celular en lugar de la
agregacion celular. Pues los esferoides formados por agregacion celular tienden a
tener conexiones menos estables, asi como dificultad conseguir un tamano
uniforme y composicion estandarizada 4.

La técnica de cultivo de organoides, por otro lado, implica la diferenciacion de
células troncales que replican el entorno tridimensional y las sefiales moleculares
que normalmente se encontrarian en un organismo vivo. Estas células pueden
obtenerse a través de un cultivo en monocapa sobre células alimentadoras o sobre
una superficie revestida con una MEC, donde logran organizarse y desarrollarse en

estructuras que se asemejan a un 6rgano o tejido especifico 2'.

e Sistemas de cultivo celular en 3D con armazones
Los armazones, o andamios, se definen como estructuras tridimensionales
fabricadas a partir de una variedad de materiales con distintas porosidades,
permeabilidad, naturaleza de la superficie y estabilidad mecanica, con el fin de
proveer una reconstruccion ideal del microentorno de tejidos especificos. A
diferencia de los sistemas sin armazones, esta microarquitectura potencia la
interaccidn biofisica y bioquimica de las células adheridas y proporciona una base
bioldgicamente activa para la proliferacion, diferenciacién y organizacion celular 2",
Dos subcategorias se desprenden de este sistema, armazones solidos y los
hidrogeles. Sobre los primeros, estos armazones son estructuras tridimensionales
con poros interconectados que permiten la infiltracion de células y el crecimiento en
el interior de la estructura. Pueden estar compuestos de materiales biodegradables
o sintéticos. Los hidrogeles, por su parte, proporcionan un entorno tridimensional
absorbente para el crecimiento celular y suelen estar compuestos de materiales

naturales como colageno, fibrina, o materiales sintéticos 2.
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2. ANTECEDENTES

Actualmente, la investigacion sobre la aplicacion de NP en el tratamiento del cancer
oral tiene como objetivo descubrir nuevas maneras de mejorar significativamente la
eficacia de los tratamientos, disminuir los efectos secundarios y proporcionar
opciones terapéuticas mas precisas y personalizadas para los pacientes que
enfrentan esta enfermedad.

En cuanto a algunos hallazgos notables sobre el tratamiento del cancer oral con NP,
como se ha subrayado en el capitulo previo, los nanovehiculos o nanocarreadores
han demostrado ser prometedoras para contrarrestar los mecanismos de evasion
de las células tumorales y en la mejora de las estrategias de tratamiento al disminuir
las tasas de resistencia ?2. Segun el reporte de Atashi et al., los porcentajes de
resistencia al cisplatino y al 5-FU son del 33% y 40.2%, respectivamente. Vencer la
resistencia a estos farmacos podria tener un impacto significativo en el prondstico
del cancer oral en etapas avanzadas 23. Biswal et al. buscaron enfoques distintos
para vencer la resistencia al cisplatino en el cancer oral, para lo cual utilizaron
medicamentos encapsulados en NP, lo que supuso una mejora notable al tratarse
de una terapia dirigida contra el cancer oral .

Dentro del area de estudio de las NP inorganicas, mismas que cuentan con la
cualidad de generar efectos citotoxicos, las MgQONP se reconocen por sus usos
como agente antibacteriano, para mitigar la acidez estomacal y promover la
regeneracion osea. Sin embargo, su potencial de toxicidad hacia las células
cancerosas aun no ha sido investigado por completo. Al presente, se ha
documentado que las MgONP muestran una toxicidad hacia el sitio tumoral
dependiente tanto de la dosis como del tiempo 1418

Respecto a otra NP inorganica utilizada con frecuencia, Singh et al. destacaron la
falta de estudios sobre el uso de las ZnONP como nanoacarreadores de farmacos
antineoplasicos y la evaluacion de su eficacia 2°. Ya que las ZnONP tienen baja
toxicidad sistémica por su eliminacién biodegradable, son excelentes opciones en
potencia para ser nanovehiculos de farmacos como DOX, PTX, y curcumina '3. Con
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la sintesis verde de NP magnéticas de ZnO, Sriramulu et al. demostraron una
liberacion del 95% del anticuerpo carfilzomib en 360 minutos (26).

Ademas de considerar los materiales utilizados en la sintesis de NP y la creacion
de nanovehiculos para farmacos especificos, la planificacion meticulosa de los
insumos y métodos en proyectos de investigacion es esencial para garantizar la
validez de los resultados obtenidos. Por ello, definir el tipo de cultivo o el modelo
animal con el que se evaluaran las NP, como las de ZnO y MgO, es crucial para
garantizar la validez y relevancia de los resultados de investigacion en etapas
preclinicas 4.

Notablemente, ha surgido un interés creciente en la transicion de los cultivos
celulares tradicionales en 2D a cultivos en 3D '*. En algunos casos, las células
cultivadas en 3D pueden demostrar una mayor sensibilidad al efecto de las NP en
comparacion con las monocapas de células en 2D, como se ha evidenciado en el
caso de las ZnONP '8, En otros casos, contrario a la hipotesis comun, los modelos
2D pueden mostrar una mayor susceptibilidad a la citotoxicidad del ZnO en cualquier
dosis, en comparacion con el modelo 3D. Esto debido al efecto protector que
pueden presentar ciertas lineas celulares en las capas externas de los modelos 3D
frente a la citotoxicidad del ZnO 7.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La terapia actual en el tratamiento de las neoplasias malignas en cabezay cuello
dependen del tamafno, tipo y localizacion del cancer, el tratamiento usualmente
consiste en cirugia, quimioterapia o radioterapia. En ocasiones se realizan terapias
radicales quirurgicas, que desencadenan una serie de efectos secundarios para los
pacientes y requieren coadyuvantes a su terapia, por lo que las investigaciones
sobre nuevas alternativas de tratamiento son de gran valor en la oncologia médica.
El estudio de la nanotecnologia ha incrementado en los ultimos afos creando
nuevas propuestas, dichas investigaciones se encuentran en curso y la mayoria

enfocadas en canceres de otras areas, resaltando la importancia de investigaciones
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enfocadas en cabeza y cuello, especialmente haciendo uso de cultivos
tridimensionales y nanotecnologia, con la finalidad de que puedan ser evaluados a

futuro en estudios clinicos con humanos.

4. JUSTIFICACION

Las investigaciones de farmacos antineoplasicos se han realizado en placas
bidimensionales que no siempre permiten la representacion mas real al entorno
tumoral, durante esta fase experimental mutiples tratamientos muestran grandes
resultados pero al momento de realizarlo en pacientes no se tiene el mismo éxito.
Actualmente los cultivos tridimensionales (3D), gracias a una mezcla de células,
matriz biolégica y factores de crecimiento permiten ver el metabolismo tumoral,
logrando distintas zonas del tumor secundarias al agotamiento de nutrientes y

oxigeno. %

El uso de cultivos 3D apoya también a evitar mas la experimentacion en animales,
ya que a pesar de que compartimos al menos un 85% de nuestros genes con los
ratones que son los mas utilizados, esto no garantiza no diferir significativamente
entre si por factores como el metabolismo, la anatomia y funcion de los érganos. 2°
Sin restar importancia a la gran contribucion moral en México por el reemplazo de

las pruebas en animales por los cultivos 3D.

La propuesta actual en la generacion de esferoides es tener una arquitectura 3D de
las células tumorales in vitro simulando el microentorno multicelular y su respuesta
a los agentes terapéuticos, adicionando el uso de nanoparticulas de 6xido de zincy

oxido de magnesio.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

e Conocer el efecto antineoplasico del conjugado de nanoparticulas de ZnO,
MgO con 5-fluorouracilo en cultivo con esferoides de células neoplasicas de
estirpe linfoide.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar dosis citotéxicas medias de 5-fluorouracilo y nanoparticulas de
ZnO y MgO.

e Crear modelos 3D a partir de un cultivo de células neoplasicas.

e Comparar el efecto de la terapia antineoplasica del 5-fluorouracilo con
nanoparticulas ZnO y MgO en los modelos 3D.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de las nanoparticulas y 5-fluorouracilo en esferoides de cultivo
celular linfoide realizado en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria de la
Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Leon UNAM en el periodo de

mayo a octubre del 2022 ?
7. HIPOTESIS

Hipétesis nula: Las nanoparticulas de o6xido de zinc y éxido de magnesio
conjugado con 5-fluorouracilo no potencializaran ni mostraran ningun efecto

antineoplasico en un modelo 3D de células neoplasicas.

Hipétesis alternativa: Las nanoparticulas de 6xido de zinc y 6xido de magnesio
conjugado con 5-fluorouracilo potencializaran el efecto antineoplasico en un

modelo 3D de células neoplasicas.

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Diseno metodoldgico

Disefio metodoldgico: Experimental puro, descriptivo, comparativo, prospectivo.



Ambito de estudio

Universo: Explante de neoplasia linfoide.

Poblacion: Células de cultivo celular linfoide

Muestra: Esferoides viables para analisis.

8.2 Variables

Variable

Antineoplasicos

Nanoparticulas

Morfologia del

esferoide

Diametro del

esferoide

Viabilidad celular

Reaccion de
inmunohistoquim

ica

Definiciéon conceptual

Que impide la formacion de
neoplasias (crecimientos
que se pueden volver
cancerosos)

Particula que es mas
peque-

fia que 100
nanometros(milmillonésima
parte de un metro)
Descripcion de la forma

externa del esferoide

Longitud que cruza el centro

de una figura esférica

Cantidad de células sanas
en una poblacién para
determinar la actividad
enzimatica, integridad de la
membrana celular y
produccion de ATP.
Reaccion inmunoenzimética
a través de anticuerpos para
de-tectar antigenos

especificos en los tejidos

Definicion
operacional

Dosis de medica-
mento medida en
balanza analitica en
mg

Dosis medida en
balanza analitica en

mg

Que presenta
morfologia esférica en
zonas especificas del
esferoide

Diametro del esferoide

expresado en ym

Es el nimero de
cantidad de células
vivas medida a través

del espectrofotémetro

Observacién de
células
inmunomarcadas a
través de microscopia

de luz

Natu-
raleza
CcC

CcC

CP

CD

CD

Es-

cala

23

Fun-

ciéon

I: Independiente, D: Dependiente, R: Razén, O: Ordinal, In: Intervalo, CC: Cualitativa continua, CP:

Cualitativa politémica, CD: Cualitativa dicotdmica, N: Nominal.
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8.3 Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion:
e Formacion de esferoides esféricos.
e Diametro de 150 a 250 ym.

Criterios de exclusion:
e Esferoides con pérdida celular.

e Esferoides con precipitados de nanoparticulas.

Criterios eliminacion:
e Pérdida de esferoides durante el procesamiento histologico.

e Contaminacion de muestras durante el procesamiento histologico.

8.4 Sustancias quimicas y reactivos

Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich, México, a menos que se

indique lo contrario.
8.5 Muestra de biopsia de tejido

Se obtuvo una biopsia tumoral de la region maxilar derecha de una paciente de 53
afnos en el Servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital General de Ledn. La muestra
se dividio en dos mitades, la mitad se envio para estudio histopatoldgico (area de
patologia oral y maxilofacial) y la otra mitad para cultivo celular primario (area de
nanoestructuras y biomateriales), ambas areas son del Laboratorio de
Investigaciones Interdisciplinarias de la Escuela Nacional de Estudios Superiores.
(ENES) Unidad Leon, UNAM. El aislamiento de cultivos fue aprobado por el comité
de bioética de la ENES Unidad Leon, UNAM con el cédigo de registro CE_16
004_SN.
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Biopsia de maxilar

Figura 4. Muestra de biopsia del tejido. Fuente: Propia (BioRender 2023)
8.6 Hallazgos histopatologicos

La biopsia de tejido se sumergié en formalina tamponada al 4 % durante un periodo
de 24 horas, luego se traté con Histokinette pasando por series graduadas de
alcohol 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 90 % y 100 %, Alcohol 100 %- Xilol, | y Il, parafina
| y Il (Leica, Alemania), incluidos en parafina y luego cortados en secciones de 3
micras utilizando un micrétomo (Leica, Alemania). Estas secciones se tifieron con

hematoxilina y eosina (H&E) y se examinaron con un microscopio optico.

0

b

-

~

\\\\

Biopsia de maxilar 24 horas en formaldehido

Procesamiento en histokinette
Inclusién de tejido (Leica, Alemania)

=
) «— Q

Tejido en bloque de
Obtencion de laminilla y estudio histopatolégico Corte en Microtomo (Leica, Alemania) parafina
Microscopio (Leica, Alemania)

o
Vava SN o fl D

Figura 5. Hallazgos histopatolégicos. Fuente: Propia (BioRender 2023)

8.7 Cultivo celular primario
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Todo el proceso se gestioné dentro de la campana de flujo laminar horizontal
(Biobase, China). El tejido se seccion6 en explantes de 1x1 mm y se incub6 con
medio minimo esencial de aguila (MEM, Sigma-Aldrich, MO, EE. % de antibidtico
en cajas de Petri de 10 cm de diametro e incubadas a 37 °C con 5% de CO2 y 95%

de humedad durante 21 dias.

Tejido seccionado en explantes medio Incubacion a 37°C con 5% de C02, 95%
Campana de flujo MEM en caja petri humedad
(Biobase, China) 21 dias

Figura 6. Cultivo celular primario. Fuente: Propia (BioRender 2023)

8.8 Caracterizacion celular

Las células de cancer linfoide presentaban una forma similar a la de un fibroblasto
que se desprendié 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 proliferacién sobre el
cubreobjetos electrocargado. Para caracterizar las células que han sufrido cuatro
niveles de duplicacion de poblacion (PDL) se consideraron y se realizd

inmunocitoquimica utilizando anticuerpos de ciclina D1 y CD3.
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Desprendimiento con tripsina Portaobjetos electrocargados Proceso inmunohistoquimica para
EDTA-2Na 0,025% en PBS caracterizacion

Figura 7. Caracterizacién celular. Fuente: Propia (BioRender 2023)

8.9 Preparacion de solucion stock y nanocarreadores

La solucidon madre se preparé de la siguiente manera: en el caso de 5-FU, se
prepard una solucion de 1 mol, para NP 1 mg/mL y finalmente para nanocarrier se
consider6 una proporcion de 1:1 (5 mL) y se preparé el compuesto para los estudios
posteriores. Todas las soluciones madre se dispersaron en agua destilada.

= = L
I
(o — w ‘— W _
) J A
5 FU, y NPs ZnO y MgO Preparacion de solucién y nanoparticulas

Figura 8. Preparacion de soluciéon stock y nanocarreadores. Fuente: Propia
(BioRender 2023)
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8.10 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
conté el numero de células usando un hemocitdmetro bajo el microscopio de luz
invertida (Leica, Alemania). El subcultivo se realizé con 1x105 células/mL durante
48 horas y permitio la union completa. Posteriormente las células se incubaron con
los diferentes farmacos libres (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) 5-FU+MgONPs, 5)
5-FU+ZnONPs, durante 24 horas en medio de cultivo fresco. La viabilidad celular
se evaluo mediante el método MTT, en el que las células se incubaron con bromuro
de tetrazolio azul de tiazolilo durante 7 horas y se midi6 la absorbancia a 570 nm
mediante un lector de espectrofotometro de microplacas (Thermo-scientific,
Helsinki, Finlandia). La citotoxicidad se evalu6 segun la norma ISO 10993-5:2009 y
se calculé la concentracion citotoxica al 50% (CC50) para cada grupo.

-

*lﬁ'ﬂl" . *%T_

-
Subcultivo en microplaca Lavado de células con PBS y = »
de 96 pocillos colocacién de tripsina Conteo celular con hemocitémetro en
micriscopio de luz invertida

l
I ‘ o\ /#A M

-
— [ | - ~J — ‘.
24h L 3}
Aplicacion Tiazolil Azul g -y z ﬁ
_—

Tetrazolio Bromuro 48h

icacié i i6 In ion
l Aplicacién de farmacos e incubacion cubaci6

Incubacién Prueba MTT en espectrofotémetro de
microplaca

Figura 9. Estudio de dosis-respuesta usando cultivo celular 2D. Fuente: Propia
(BioRender 2023)
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8.11 Formacion de esferoides y estudio dosis-respuesta

Los esferoides se formaron utilizando un método de superposicién liquida con
agarosa al 1,5% (Sigma-Aldrich, San Louis, EE. UU.). La solucion de agarosa se
preparo esterilizando en autoclave la solucion durante 15 minutos y se afiadieron
50 pl a una placa de 96 pocillos de fondo redondo, que se dejo solidificar durante
20 minutos en condiciones estériles. A continuacién, 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 registré con microscopia de
contraste de fase y el medio se reemplaz6 cada dos dias. Los esferoides se trataron
con los compuestos similares mencionados anteriormente, a su dosis CC50 para
cada grupo (n=9). Posteriormente se evaluaron los esferoides para: 1) MTT=
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazolio, directamente en las placas y
2) los esferoides recolectados 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.
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Preparacion de agarosa para esferoides

Figura 10. Formacién de esferoides y estudio dosis-respuesta. Fuente: Propia
(BioRender 2023)

8.12 Proceso de inmunohistoquimica y tincion H&E

Todos los esferoides se incubaron con formalina tamponada al 4 % durante 24 h,
Histokinette envuelta en papel de filtro y pasando por Alcohol 60 %, Alcohol 70 %,
Alcohol 80 %, Alcohol 90 %, Alcohol 90 %, Alcohol 100 %, Alcohol 100 %, Alcohol
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100%- Xilol, Xilol I, Xilol Il, parafina |, parafina Il (Leica, Alemania), incluido en
parafina y refrigerado a 4°C durante 30 min y procesado con micrétomo y luego
cortado en secciones de 3 micras usando un micrétomo (Leica , Alemania). Las
secciones se suspendieron en una barfiera, se fijaron en un portaobjetos de vidrio y
se dejaron en una placa caliente durante 24 horas. Posteriormente, se someten a
un tren de tincidn mediante xilol al 100% durante 20 minutos, alcohol al 100%
durante 30 segundos, alcohol al 96% durante 30 segundos, hematoxilina durante
10 minutos, carbonato de litio durante 15 segundos, eosina durante 10 minutos,
alcohol durante 96 % 10 segundos, 100% alcohol 10 segundos y 100% xilol durante
20 minutos. Finalmente, se montaron con resina (El crisol, México, Querétaro) y
cubreobjetos para observacién al microscopio 6ptico a 40X (Leica, Alemania). En el
caso de la inmunohistoquimica, una vez obtenido el cubo de parafina, se corta con
un micrétomo de 5 micras y se deja flotar en una tina con agua destilada a una
temperatura de 40°C, se pesca con un portaobjetos con cola enzimatica, se deja

secar a 60°C por 30 min y se aplica el inmunomarcador ciclina D1.
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7 7 % g 30 min
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Resina (El crisol, —_
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Montaje con resina(El crisol, Observacién en microscopia de luz
Queretaro, México) (Leica, Alemania)

Figura 11. Proceso de inmunohistoquimica y tincion H&E. Fuente: Propia
(BioRender 2023)
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8.13 Analisis estadistico

El conjunto de datos incluye la media, el porcentaje y la desviacién estandar para
un tamafio de muestra de n=9, cuya normalidad se prob6é mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y se sometio a la prueba ANOVA post-hoc de Tukey en el software
SPSS V16 (Statistical Package for Social Science, Chicago, EE.UU.). Se utilizé un
nivel de significancia de p-value<0,05 y un nivel de confianza del 95%.

9. RESULTADOS

9.1 Hallazgos histopatoldgicos y cultivo celular primario

La figura 12, A y B exhiben caracteristicas para un diagndstico de una neoplasia
hematolinfoide constituida por dos tipos principales de células plasmaticas
pleomorfas y células grandes nucleo central, escaso citoplasma, halo citoplasmatico
claro, con formacion de centros germinales aislados, o que da la apariencia de
células linfoblasticas, examenes posteriores sugieren marcadores especificos que
apoyen el diagndstico morfolégico. Las células cercanas a la confluencia (90%, 4
PDL) se cultivaron durante 48 h, las microfotografias Vista C a 20X y Vista D a 40X
mostraron ciclina D1 positiva fuerte (+++) y Vista E a 20X y Vista F a 40X negativa
a CD3 (-), respectivamente. H&E= Hematoxilina y eosina, PDL= Nivel de duplicacion

de la poblacién.
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Figura 12. Hallazgos histopatolégicos y cultivo celular primario. Hallazgos
histopatologicos y caracterizacion de células de neoplasia maligna de estirpe
linfoide. Microfotografia Vista A a 4X y vista B a 40X, representa la tincion H&E de
la biopsia incisional. Las letras C y D mostraron la confirmacion de células
neoplasicas de estirpe linfoide por la fuerte expresion positiva de ciclina D1,

mientras que CD3 fue negativo.
9.2 Compuestos y nanoportadores dosis-respuesta

Se incubaron células de cancer hematolinfoide casi confluentes (90% de
confluencia, 5 PDL) durante 24 h. Las células fueron tratadas en dosis-respuesta de
0-1 mg/mL con los diferentes antineoplasicos y nanocarreadores 5-fu+ZnONPs, 5-
fu+MgONPs, 5-fu, , ZnONPs durante 24 horas. Después de la incubacion, se
determind el numero relativo de células viables mediante ensayo MTT. Cada valor
representa la media £ DE de ensayos por triplicado (n=9), *p<0,05, **p<0,01 ANOVA
Post-hoc Tukey test, absorbancias de 570 nm. PDL= Nivel de duplicacion de la
poblacién; 5-fu= 5-fluorouracilo; ZnONPs= Nanoparticulas de Oxido de zinc;
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MgONPs= nanoparticulas de oxido de magnesio; DE= Desviacion estandar. El

tratamiento del esferoide para los diferentes compuestos y nanotransportadores (

Figura 13) y (Tabla 3). Las células fueron sensibles a los diferentes tratamientos,

desde el mas (p<0.05) hasta el menos sensible fueron los siguientes: 5-
fu+ZnONPs<5-fu+MgONPs<5-fu<ZnONPs.

Grupos CC50
MgO 0.65
ZnO 0.04
5-Fu 0.89
5-Fu+MgO 0.44
5-Fu+ZnO 0.01

Tabla 3. Compuestos y nanoportadores dosis-respuesta. Viabilidad celular con

dosis/respuesta en cultivo 2D Fuente propia, realizado en Excel.
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Figura 13. Compuestos y nanocarries dosis-respuesta. Cada valor representa
la media £ DE de ensayos por triplicado (n=9), *p<0,05, **p<0,01 ANOVA Post-hoc
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Tukey test, absorbancias de 570 nm. PDL= Nivel de duplicacién de la poblacion; 5-
fu= 5-fluorouracilo; ZnONPs= Nanoparticulas de oOxido de zinc; MgONPs=

nanoparticulas de 6xido de magnesio; DE= Desviacion estandar.

9.3 Aplicacion de compuestos y nanocarreadores a los esferoides

Los esferoides se cultivaron durante 4 dias para lograr una forma redonda. Luego,
los esferoides se trataron con dosis de CC50 de los diferentes grupos 5-fu+ZnONPs,
5-fu+MgONPs, 5-fu, ZnONPs, durante 24 horas. Después de la incubacion, se
determind el numero relativo de células de supervivencia viable mediante ensayo
MTT. Cada valor representa la media + DE de ensayos por triplicado (n=9), *p<0,05,
**p<0,01 ANOVA Post-hoc Tukey test, absorbancias de 570 nm. El resultado fue
una disminucidn significativa en el conteo de células viables (p<0.01), indicando un
alto nivel de sensibilidad a los tratamientos en el siguiente orden: ZnONPs=
47.440.8%< 5-fu= 57+3,1%< MgONPs= 71,9+4,7%< 5-fu= 84,5+3,8< Control=
100£3,9%. 5-fu= 5-fluorouracilo; ZnONPs= Nanoparticulas de Oxido de zinc;
MgONPs= nanoparticulas de 6xido de magnesio.La prueba de MTT se realizé en
los esferoides tratados con nanoportadores y antineoplasicos, que mostraron una
disminucién de la poblacién celular en el siguiente orden: ZnONPs = 47,410,8% <
5- fu=57+3,1 %< MgONPs= 71,914,7% < 5-fu= 84,5+3,8< Control= 100+3,9%.
(Figura 14)
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Figura 14. Aplicacion de compuestos y nanocarreadores a los esferoides. El
resultado fue 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= 47.410.8%< 5-fu= 57+3,1%< MgONPs= 71,9+4,7%< 5-fu= 84,5+3,8<
Control= 100+3,9%. 5-fu= 5-fluorouracilo; ZnONPs= Nanoparticulas de 6xido de

zinc; MgONPs= nanoparticulas de 6xido de magnesio.

De igual manera, se tifieron con H&E donde se aprecid la reduccion de nucleos
dentro del esferoide, asi como la pérdida de conformacion esférica. La imagen A
muestra el crecimiento esferoide mostrado por un compacto de forma redonda a los
4 dias con un tamafio medio de 150125 pm bajo microscopia de luz. La tincidn con
H&E de esferoides en la Figura 15 B-C valida la existencia de nucleos dentro de los
esferoides celulares el dia 4. Los nucleos estan densamente empaquetados en la
region interna y algo aplanados en la periferia de los esferoides. Con el tiempo, las
celdas de todos los esferoides se alinean para reducir la energia configuracional,
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como se anticipo y se informo anteriormente. Las letras D,E y F muestran esferoides
con la aplicacion ZnONPs, G, H y | muestran esferoides con la aplicacién 5-FU. Ver
a 40X. Posteriormente se les realizé inmunohistoquimica con inmunomarcador

Ciclina D1 donde se aprecia escaso marcaje de nucleos positivos. (Figura 15)

Figura 15. Letras A, D, G, vista de microscopia de luz; letras B, E, H, tefidas con
H&E y C, F, I, inmunomarcadas con ciclina D1.
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10. DISCUSION

En el presente estudio, se elaboraron esferoides a partir de un cultivo celular de una
neoplasia de cabeza y cuello, al igual que Saraiva et al. Se realizaron a través de la
técnica de superposicion liquida, y a pesar de que la mayoria utilice modelos
basados en andamios, coincidimos en que esta es una técnica simple y menos
costosa, que permite una buena conformacién del esferoide. Saraiva et al.
mencionan también un punto importante de los modelos 3D que permiten utilizar
material obtenido del paciente para realizar pruebas en vivo, y si bien, ellos utilizaron
una linea celular de cancer de mama y células inmunes derivadas del paciente, en
nuestro caso células tumorales de la paciente, antineoplasicos y nanoparticulas, la
investigacion del autor nos hace considerar la inmunoterapia en tumores que
pueden presentarse en cabeza y cuello, con la posibilidad de un tratamiento mas

personalizado. 3

Manisekaran et al, realizaron una revision de la literatura donde se destaca el uso
de las nanoparticulas y su aplicacidon con otras nanoestructuras como agentes

antineoplasicos, abriendo un nuevo escenario para el uso de la nanomedicina.'

Asi como, Ghosh realizé un articulo donde incluy6 los usos de un antineoplasico
conjugado con nanomateriales, entre los que destacan el carbono, el oro y otras NP
inorganicas como la silice y el oxido de hierro, destacando que uno de los
principales objetivos es que las células tengan un nano-entrega del farmaco por

endocitosis.3?

En su revision, Abhishek et al. Exploré el potencial anticancerigeno de las NP de
Zn0O, enfatizando su eficacia en el tratamiento de varios tipos de cancer, como el
cancer de cuello uterino, de mama, de pulmén y de cabeza y cuello. Sin embargo,
su revision notd una escasez de estudios sobre la aplicacion de NP de ZnO en
neoplasias de estirpe hematoldgico. Cabe resaltar que en nuestra investigacion las
NP de ZnO tuvieron buen efecto antineoplasico incluso individualmente lo cual

marca un antecedente importante. 33
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Atashi et al. realizé un estudio comparando 5-fluorouracilo y cisplatino, donde el 5-
fluorouracilo solo tuvo una mayor frecuencia de resistencia en comparacion con el
cisplatino solo, lo que no concuerda con nuestro estudio, donde los esferoides
tratados con cisplatino solo fueron los que menos respondieron al tratamiento. Del
mismo modo, estos autores coinciden en que las terapias combinadas con otros
farmacos serian mas efectivas, lo que concuerda con los resultados de nuestro
estudio donde las NP conjugadas con cisplatino fueron mas efectivas, y sin duda
los resultados de cada una de las investigaciones nos invitan a continuar buscando

nuevas terapias con la ventaja de realizarlas en modelos 3D. 3*

11. CONCLUSION

La incidencia mundial del cancer de cabeza y cuello ha aumentado
considerablemente en los ultimos afnos y se prevé continue en aumento. Las tasas
de supervivencia a 5 afios de un 50% y en algunos casos menor ya que varian de
acuerdo a la ubicacion, sitio del tumor y estadio en el momento del diagndstico.
Dicha situacion despierta mayor interés a dar seguimiento y abir nuevas

investigaciones relacionadas con el diagnostico y tratamiento de cancer.

En la presente investigacion se crearon esferoides a través de andamios de un
cultivo celular a partir de una lesion ubicada en cabeza y cuello, con la finalidad de
estudiar la respuesta citotoxica de un antineoplasico y NPs, del conjugado de estas,
asi como de su respuesta individual, destacando el efecto de las NPs de ZnO y
como nanocarreador del 5-FU, siendo un resultado prometedor, ya que existen
varios informes sobre la capacidad de las nanoparticulas inorganicas como
nanoportadores contra actividad anticancerigena, seguir estas lineas de
investigacion es novedoso para el futuro de la nanomedicina, especialmente de la
enfocada a cabeza y cuello, ya que es un area de gran oportunidad para estudiar y
trabajar en busca de nuevas alternativas que aporten un cambio significativo en la
terapia del cancer logrando una medicina personalizada y con mayor control en

comparacion a las terapias convencionales.
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