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Resumen

El hepatocarcinoma celular es el principal tipo de cancer hepatico. En México
ocupa el noveno y tercer lugar en incidencia y mortalidad, respectivamente. La relacion
morbilidad/mortalidad es de 1:1. Los tratamientos actuales con quimioterapéuticos han
logrado una extension en la sobrevida de los pacientes de alrededor de tres meses. En los
ultimos afios, diversos estudios han demostrado capacidades anti-cancerigenas en
farmacos utilizados para el tratamiento de patologias diferentes al cancer. Tal es el caso
de los inhibidores de histonas desacetilasas y los andlogos de rapamicina. Estudios de
combinacion de los inhibidores de histonas desacetilasas o anadlogos de rapamicina con
quimioterapéuticos, han mostrado efectos sinérgicos en modelos in vitro relacionados a la
induccion de apoptosis, inhibicion de angiogénesis, proliferacion y migracion celular.
Debido a la presencia de sinergismo en la combinacion de los farmacos observado en
neoplasias diferentes al hepatocarcinoma, este trabajo plante6 la evaluacion de la
viabilidad, capacidad migrativa y potencial angiogénico por efecto de un tratamiento
farmacologico combinado de Sorafenib, VPA y Metformina, en un modelo celular de
hepatocarcinoma. La estrategia experimental consistio en la exposicion de la linea celular
HepG2 a diferentes concentraciones y combinaciones de Sorafenib, VPA y Metformina
por 48 h. Posteriormente se evaludla viabilidad celular mediante el reactivo Azul de
Alamar. Se evalu¢ el efecto de la combinacion de los farmacos en la capacidad migrativa
mediante un ensayo de lesion. Se determin6 el potencial angiogénico por efecto del
tratamiento combinado por medio de qPCR dirigida a VEGF-A. Los resultados obtenidos
mostraron una reduccion en la viabilidad dependiente de la dosis en las células expuestas
a los farmacos Sorafenib, VPA y Metformina individualmente. La combinacion de 2 uM
Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM Metformina evidencid efectos sinérgicos en la
disminucién de la viabilidad celular. Las concentraciones previamente mencionadas
mostraron una disminucidn en el porcentaje de cierre de lesion. El nivel de expresion de
VEGF-A no mostré diferencias significativas comparado contra el grupo control. Como
conclusion, el tratamiento farmacoldgico triple mostrd efectos sinérgicos en la
disminucién de la viabilidad celular y en la capacidad migrativa, sin embargo, los niveles

de VEGF permanecieron sin diferencias significativas con respecto al control.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma is the main type of hepatic cancer. In Mexico, it has the nine
and third place in incidence and mortality, respectively, with a 1:1 morbidity/mortality
relationship. Chemotherapeutic treatment extends the overall survival in three months
approximately. Beside this, latest research with drugs used in diseases other than cancer,
like the histone deacetylases inhibitors or rapalogues, have been described with in vitro
anticancer properties and they have shown synergistic effects towards apoptosis induction
and inhibition of angiogenesis, migration and proliferation in combination with approved
chemotherapeutic drugs. For this reason, in this study we evaluated the viability, migration
and angiogenic potential using a combination of Sorafenib, VPA and Metformina in
hepatocellular carcinoma cells. Experimental design consisted in treatments of HepG2 cell
line with different concentrations and combinations of Sorafenib, VPA and Metformin for
48 h to evaluate viability with Alamar Blue, migration with a wound healing assay, and
angiogenic potential by qPCR with probes spanning on VEGF-A and GAPDH genes. As
aresult, treatment with Sorafenib, VPA or Metformin shown viability reduction in a dose-
dependent fashion and the combination of 2 uM Sorafenib, 4 mM VPA and 10 mM
Metformin showed strongest synergistic effect in the viability reduction. This last
concentration also reduced migration but not angiogenic potential compared to control. In
conclusion, combination of Sorafenib, VPA and Metformin has synergistic effects
towards reduction of viability and migration potential, in contrast with angiogenic

potential, where levels of VEGF-A4 remain with no differences compared to control.



Introduccion

El hepatocarcinoma celular (HCC, por sus siglas en inglés) es el principal tipo de
cancer hepatico. Los factores predisponentes son la hepatitis B y C, ingesta excesiva de
alcohol, esteatosis no alcohodlica e intoxicacion por aflatoxinas (Savitha ef al., 2017).
Dentro de todos los tipos de cancer en México, el HCC ocupa el noveno y tercer lugar en
incidencia y mortalidad, respectivamente, con una relacion de incidencia

masculino/femenino de 1:1(GLOBOCAN, 2018).

Dentro de los tratamientos para el HCC se encuentran la ablacidn, reseccion,
trasplante hepatico, radioterapia, el tratamiento con el firmaco Sorafenib, un inhibidor de
tirosinas cinasas (TKi) (Razay Sood 2014) y el tratamiento sistémico. El Sorafenib es el
unico farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento del HCC avanzado, cuyos efectos
han demostrado una extension de hasta 3 meses en la sobrevida de los pacientes (Cheng

etal., 2012).

Estudios previos con farmacos usados para tratamientos de patologias diferentes
al cancer, han demostrado diferentes efectos anticancerigenos. Tal es el caso del VPA,
farmaco empleado como anticonvulsivo y estabilizador de animo (Komulainen et al.,
2015) debido a sus efectos como inhibidor de la via GABA (acido gama-amino-butirico)
(Loscher et al., 1981). E1 VPA ha sido descrito con el potencial para reducir la viabilidad
(Zhu et al., 2017), con un potencial antiangiogénico (Zhao ef al., 2016) y antiproliferativo

(Sanaei y Kavoosi, 2019; Wei et al., 2018; Yang et al., 2015) en modelos in vitro.

La Metformina es un rapalogo usado para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Gong
et al, 2012). Se han descrito efectos antiproliferativos (Li et al., 2017) y de induccion de
apoptosis (Tsai ef al., 2017) en modelos in vitro de HCC.

Los abordajes experimentales mediante la combinacion de dos o mas farmacos han
sido una de las estrategias empleadas en el mejoramiento de las terapias convencionales.

Se han observado que las ventajas de combinar moléculas farmacoldgicas son la
1



potenciacion de los efectos del farmacos base, la posibilidad de reducir las dosis y por
consecuencia, disminuir los efectos secundarios y el desarrollo de farmacoresistencia
(Garcia-Fuente ef al., 2018). La interacciones farmacologicas pueden ser de potenciacion,
sumativas o antagoénicas. En este sentido, la ecuacion media del efecto cobra relevancia.
Esta ecuacion fue descrita por Chou (2006) y permite la obtencion de un coeficiente
denominado “Indice de Combinacion” (CI). Mediante el valor obtenido en el CI es posible

identificar efectos sinérgicos (CI >1), sumativos (CI =1) y antagonicos (CI >1).

Estudios previos en células de HCC tratadas con la combinacion de Sorafenib y
VPA han descrito un posible efecto sinérgico en la induccion de apoptosis (Zhu et al.,
2017). La combinacion de Sorafenib y Metformina también ha sido descrita con un

potencial efecto sinérgico sobre la viabilidad (Chung ef al., 2018).

En la busqueda y desarrollo de tratamientos farmacologicos, los modelos in vitro
han mostrado ser una herramienta valiosa, tal es el caso de la linea celular HepG2,
obtenida de un paciente caucdsico diagnosticado con hepatocarcinoma, negativo a la
integracion del virus de hepatitis B, la cual exhibe una expresion de enzimas del citocromo
P450 comparable con hepatocitos humanos y una mejor respuesta a la induccion de estas

enzimas, comparado ante otras lineas de hepatocarcinoma como Huh-7 (Choi et al., 2015).

Debido a la posibilidad de mejorar las terapias actuales y la tendencia al
incremento del HCC, en el presente estudio se evalu6 la viabilidad, capacidad migrativa
y potencial angiogénico por efecto de la combinacion de Sorafenib, VPA y Metformina
en un modelo celular de hepatocarcinoma humano y murino. Ademas se evaluo el efecto
de la combinacién de los farmacos el efecto sobre la viabilidad celular en un modelo

celular no canceroso.



Antecedentes

Bases del hepatocarcinoma celular.

El hepatocarcinoma (HCC) es el principal tipo de cancer hepatico. El desarrollo
de HCC ha sido relacionado con diferentes factores de riesgo, entre los que destacan por
su incidencia los factores bidticos, como las alteraciones genéticas provocadas por el virus
de hepatitis B y C (Savitha et al., 2017). Dentro de los factores abidticos destaca la ingesta
de alcohol y el posterior desarrollo de cirrosis. La cirrosis es la antesala del 80% de los
casos de hepatocarcinoma asociado con estos factores (Savitha et al., 2017; Lee et al.,

2016).

En el hepatocarcinoma causado por ingesta excesiva de alcohol se han descrito
diferentes mecanismos moleculares involucrados, tales como la formaciéon de
acetaldehido, la induccion del complejo CYP450, reducciéon de antioxidantes,
hipometilaciones, reduccion del acido retinoico, sobre carga de hierro, disminucién de la

respuesta inmune, inflamacion y neoangiogenesis (Sidharthan y Kottilil, 2014).

La secuencia cronoldgica en la patogénesis del HCC indica en primer término la
exposicion cronica a los factores virales o toxigénicos. Posteriormente, en un lapso de diez
a treinta y cinco afios, ocurre el estadio denominado pre-neoplasia durante el que sucede
el desarrollo de hepatitis cronica, cirrosis y la aparicion de hepatocitos displasicos.
Finalmente, se culmina con la formacion del nucleo neopldsico denominado carcinoma
hepatocelular (Thorgeirsson y Grisham, 2002). Cabe mencionar que a lo largo de la
progresion anterior ocurren diferentes eventos moleculares en las células como la

acumulacion de mutaciones y aberraciones cromosomales (Ho et al., 2016)

Estudios previos han encontrado modificaciones epigenéticas tales como
diferencias en los patrones de metilacion del DNA y diferencias en las marcas epigenéticas
relacionadas a la metilacion y acetilacion de las histona. Las alteraciones epigenéticas en

las histonas pueden causar un perfil de expresion aberrante relacionado con la expresion
3



de HDAC, mismas que se encuentran involucradas en el proceso de angiogénesis. El
proceso de angiogénesis da lugar a la hipervascularizacion, un paso critico en la
progresion y mortalidad del cancer hepatico (Semela y Dufour, 2010). Ademas, estas
modificaciones en la estructura de la cromatina provocan expresiones genéticas
diferenciales que modifican procesos celulares como el ciclo celular, adhesion celular,

proliferacion celular y senalizacion de apoptosis (Ma et al., 2014; Wahid et al., 2017).

Epidemiologia del hepatocarcinoma celular.

De acuerdo con el Observatorio Global del Céancer (2018), el total de casos nuevos
en 2018 de cancer reportados a nivel mundial fue de 18,078,957 con 9,555,027 de decesos
. Durante el mismo afo, el total de casos nuevos de cancer hepatico a nivel mundial fue
de 841,080 mientras que los decesos reportados fueron de 781,631. Con base en las
estadisticas anteriores, el cancer hepatico ocupa el sexto lugar mundial en incidencia y el

cuarto lugar en mortalidad. La relacion masculino:femenino mundial es de 5:1.

El GLOBOCAN (2018) reporté para México que este tipo de cancer estd
posicionado en el noveno lugar de incidencia con 7,265 casos nuevos, y es la tercera causa
de muerte por cancer con 6,868 casos. Se calcula que para el 2025, en nuestro pais, existira
un incremento en la incidencia correspondiente a 9,387 casos anuales mientras que la
mortalidad se ha proyectado a 8,935 decesos anuales. Aunado a lo anterior, la relacion
observada en México fue de 1:1 para ambos sexos. EL HCC tuvo mayor prevalencia en
personas ariba de los 60 afos de edad. Los principales factores predisponentes en México
son los asociados con infecciones virales, alcoholismo y cirrosis criptogénica (Cisneros et

al., 2018; Gonzalez et al., 2014).

Tratamiento del hepatocarcinoma celular

El tratamiento actual del HCC depende de un criterio de elegibilidad quirtirgico en
el paciente diagnosticado, el cual se determina segun el estado de progresion del HCC de

acuerdo con la clasificacion segun la Clinica del Higado de Barcelona. Esta institucion
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toma en cuenta el nimero, tamafo y posicion de los nddulos tumorales, ademas del indice
Child-Pug que determina la funcion hepatica. Se estima que el 85% de los pacientes
diagnosticados se encuentran en un estado avanzado de la enfermedad, por lo que en la
mayoria de los casos es necesario recurrir a otras alternativas de tratamiento como las

opciones con quimioterapia, radioterapia o tratamientos paliativos.

Dentro de los tratamientos terapéuticos disponibles se encuentra el trasplante de
higado, ablacién por radiofrecuencia, opciones de embolizacion, el tratamiento con
Sorafenib y el tratamiento sistémico. Los pacientes tratados con opciones quirurgicas
han sido asociados con una tasa de sobrevivencia a cinco afios de hasta el 75%. Por
desgracia, menos del 20% de los pacientes pueden recibir estos tratamientos. Los
pacientes tratados con terapias sistémicas han mostrado una sobrevivencia de
aproximadamente tres meses mas, comparado contra los pacientes que reciben
tratamientos sintomaticos. La media de sobrevivencia de los pacientes con tratamiento
sintomatico oscila en menos de tres meses (Lin et al., 2012). Por lo anterior, se han
buscado opciones terapéuticas con actividad concomitante hacia las opciones terapéuticas,

principalmente al tratamiento con Sorafenib.

Inhibidores de tirosinas cinasas

Los receptores tirosina cinasas (RTK) son proteinas transmembranales que
transfieren de manera selectiva, el fosfato y obtenido desde un ATP hacia el grupo
hidroxilo del aminodcido tirosina (Lemmon, 2010; Krause et al, 2005). La estructura
general de estas proteinas estd compuesto por un dominio extracelular para la interaccion
con el ligando, un dominio transmembranal y el dominio citoplasmico en el que se
encuentra el sitio de actividad tirosina cinasa con una longitud de 60-70 aminoacidos
(Shibuya, 2011). Esta familia de proteinas contiene a 20 subfamilias dentro de las cuales
estan contenidos los 3 receptores del factor de crecimiento del endotelio vascular. La
activacion de estos receptores ocurre debido a la interaccidon con su ligando, el cual
desencadena la dimerizacion de los mondmeros y la posterior transduccion de sefiales en

una cascada que culmina en angiogénesis y migracion celular (Shibuya, 2011).



El Sorafenib (Sor, Figura 1) es un inhibidor de tirocinas cinasas con efectos
antiangiogénicos. Dentro de sus blancos moleculares se encuentran los receptores del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF-R). El modo de interaccion del
farmaco con este receptor fue estudiado por Meng (2013) mediante acomplamiento
molecular. Se determino que la accion inihibitoria del farmaco ocurre por interaccion con
el sitio de union de VEGF en los residuos Asp 1046, Cys 919 y Glu 885, por lo tanto se

trata de una union del tipo competitiva.

Chen y col. (2011) probaron los efectos de un modelo celular hepatico tratado con
Sorafenib y observaron efectos antiproliferativos y citotoxicos.Garten y col. (2019)
demostraron los efectos apoptoticos debido a una disminucion en la actividad de mTOR,
indicador de una deprivacion energética. Ademads, se consider6 a la deacetilasa (SIRT1)
como un probable blanco causal de la resistencia celular al tratamiento. De Mattia y col.
(2019) esquematizaron los efectos del Sorafenib (Figura 1) sobre la via
Ras/RAF/MEK/ERK y demostraron que inhibe la fosforilacion de MEK/ERK en una linea

celular de adenocarcinoma.
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Figura 1. Mecanismo de accion de Sorafenib y otros inhibidores de tirosinas cinasas (TKi) sobre
VEGFR y otras vias. Se muestran las rutas de activacion de diferentes farmacos sobre los receptores y el
efecto celular observado. Abreviaturas: FGFR (receptor del factor de crecimiento fibroblastico), PDGFRB
(receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas), KIT (receptor tirosina cinasa KIT), RET
(receptor tirosina cinasa RET), FLT3 (receptor tirocina cinasa 3 parecido a FMS), VEGFR (receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular), RAF (receptor serina/treonina cinasa RAF), TIE (tirosina cinasa
parecida a inmunoglobulina y EGF), AXL (receptor tirosina cinasa AXL), HGFR (receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos), RAS-RAF/BRAF-MAP2K-MAPK (cinasas pertenecientes a la via MAPK

6



cinasas), PI3K-AKT1(proteinas pertenecientes a la via fosfatidil-inositol 3 cinasas).Tomado de De Mattia
y col. (2019).

VEGF y VEGFR en hepatocarcinoma celular

Dentro de los genes involucrados en el desarrollo del cancer hepatico se encuentra
la familia del VEGF, que consta de aproximadamente 5 genes en humanos, mientras que
la familia del receptor (VEGF-R) estd compuesta por tres genes. Ambos elementos
participan de forma primordial en el proceso angiogénico celular y tumoral. No obstante,
no todas las isoformas de ambos elementos tienen la misma importancia cualitativa ni
cuantitativa, pues la isoforma VEGF-A y sus receptores VEGF-R 1/2 son las principales

involucradas en el proceso angiogénico tumoral (Shibuya, 2011).

Existen 4 subtipos de VEGF-A con base en su estructura, entre los cuales, la
variante de 189 residuos se encuentra en la superficie celular y en la matriz extracelular.
La interaccion de VEGF-A con sus receptores, de acuerdo con el modelo de activacion de
Stuttfeld y Ballmer-Hofer (2009), provoca la homodimerizacion del domino intracelular
con actividad de cinasa y provoca la activacion de una cascada de sefializacion que
culmina en inducir permeabilidad celular, angiogénesis y la migracion celular (Koch et
al.,2011; Morse et al., 2019). Los receptores VEGFR-1/2, pertenecen a la familia de los
receptores tirosina cinasa de clase 5, debido a la presencia en el dominio extracelular de

siete regiones parecidas a dominios de inmunoglobulina.

El VEGFR-2 es el principal receptor en la superficie de las células endoteliales.
La hipervascularizacion tumoral del HCC es una caracteristica diferencial entre los tipos
de cancer humanos y comun entre los tipos de hepatocarcinoma y se desarrolla debido a
la hipoxia predominante en el microambiente tumoral (Lee et al., 2016). Los vasos
sanguineos desarrollados presentan una morfologia y funcidon anormales que derivan en
una administraciéon deficiente de nutrientes y de oxigeno. Estas anormalidades
estructurales son causadas por una expresion aberrante de VEGF vy la interaccion con su

receptor VEGF-R (Morse et al., 2019).



El microambiente tumoral hipdxico es indeseable para la sobrevivencia de la célula
neoplasica, pues el rapido desarrollo y division celular requieren de un aporte elevado de
nutrientes y oxigeno para evitar la apoptosis y promover la sobrevivencia celular. La via
VEGF-VEGF-R es clave en el proceso angiogénico y forma parte del desarrollo y
establecimiento de las condiciones requeridas para la progresion y sobrevivencia de las
células tumorales con los correspondientes efectos transcripcionales en VEGF (Courtnay
et al., 2015; Semela y Dufour, 2010). Actualmente, la busqueda de nuevas estrategias
incluye el uso de otros farmacos con sinergismo hacia Sorafenib, dentro de los cuales
destacan los inhibidores de histonas desacetilasas (HDACi) como el VPA, el cual ha
demostrado sus efectos antitumorales y antiangiogénicos en tratamientos in vitro (Kim et

al., 2001)

Inhibidores de histonas desacetilasas.

Los HDACi son moléculas capaces de inhibir la desacetilacion de las histonas
mediante el bloqueo del sitio activo de estas enzimas, lo que provoca modificaciones en
el estado de la cromatina, y por consecuencia alterando la regulacion de la expresion
genética (Figura 2). Estas moléculas han adquirido importancia farmacologica y son
considerados como potenciales farmacos en el tratamiento de distintos tipos de cancer
debido a los efectos observados in vitro e in vivo. Los efectos observados incluyen la
induccion de apoptosis, disminucion de la proliferacion, efectos antiangiogénicos y

arresto celular (Bolden et al., 2006 Kramer ef al., 2003; Kim et al., 2001).

Los HDACIi estan clasificados en cuatro familias, en funcion de la histona
desacetilasa que inhiban. Previamente los trabajos realizados por distintos grupos han
demostrado que el VPA es un inhibidor de histonas desacetilasas de distintas clases cuya
concentracion Optima esta ubicada entre 0.5 M y 2 M (Qian et al., 2006; Kramer et al.,

2003).



Zhuy col. (2017) estudiaron los efectos de la administracion del VPA de forma individual
y en conjunto con Sorafenib en células HepG2. Determinaron un ICso de 6.0 uM para
Sorafenib y 5.3 mM para VPA. Ademas observaron sinergismo por efecto de la
combinacion de los farmacos en la induccion de apoptosis y reduccion de la proliferacion
celular. Los autores atribuyen estos efectos a una supresion de las vias de sefializacion
Notch3 y pAkt. Otros autores han demostrado efectos antitumorales en sinergia con el

Sorafenib al combinarlo con otro HDACi como la tricostatina A (Chen ef al., 2019).

Histonas desacetilasas en hepatocarcinoma celular

Las HDAC humanas son un grupo de 18 enzimas clasificadas en cuatro clases que
catalizan la remocién de grupos acilos funcionales desde los residuos de lisinas en
proteinas histonicas y no histonicas a través de un mecanismo dependiente de zinc. Las
clases de estas HDAC han sido establecidas en funcion de las similitudes en los residuos
que presentan durante un alineamiento con las HDAC de las levaduras. La clase I, cuyas
funciones no han sido claramente elucidadas, incluye a la HDAC 1, 2, 3 y 8, las cuales
presentan homologia con Rpd3 y pueden ser encontradas en nucleo, citoplasma y algunos
organelos. La clase 2 presenta homologia con Hdal e incluye a las HDAC 4, 5,6, 7,9y
10; como caracteristica diferencial, la HDAC 6 y 10 presentan un segundo dominio
catalitico y se clasifican dentro del grupo II clase b. En el caso del grupo III, presentan un
maximo de 50% de identidad con Sir2 y estan localizadas en nucleo, mitocondria,
citoplasma y nucléolo. Finalmente la clase IV, incluye a HDAC 11 y presenta homologia
con los dominios de la clase I y II (Seto y Yoshida, 2014 ; Mottamal ef al., 2015 ; Liu et
al.,2018)

En el caso de las HDAC histonicas (clase I y II), la remocion del grupo funcional
acetilo resulta en la compactacion de la cromatina, lo cual limita el acceso al DNA
modificando los patrones de expresion genética (Seto y Yoshida., 2014 ; Most et al.,
2014). La ingesta de alcohol y el HCC han mostrado cambios a la baja en la expresion de
las HDAC en conjunto con incrementos en la acetilacion de histonas (Felisbino ef al.,

2013; Most et al., 2014). Estos cambios han sido correlacionados con la progresion del
9



HCC (Ler et al., 2015), ademdas de estar involucrados en patrones de expresion pro-

angiogénicos y reduccion en factores supresores de tumores (Kim et al., 2001).

Se han realizado estudios utilizando siRNA dirigidos hacia las HDAC 1 y 2 de
forma individual y combinada, y los resultados han demostrado una disminucién en la
proliferacion celular e induccion de apoptosis (Ler et al., 2015). Fan y col. (2014)
estudiaron el efecto del silenciamiento de la HDAC 5 en un modelo in vivo e in vitro,
demostrando una disminucion en la proliferacion del HCC, un incremento en la actividad
transcripcional de p53 y acumulacion de dicho factor en el ntcleo. Finalmente, otros
estudios dirigidos hacia la inhibicion de otras clases de HDAC han mostrado efectos

antiproliferativos, induccidn de apoptosis e inclusive actividad antiangiogénica (Liu et al.,

2018).

Proteinas histonicas @ Proteinas no histonicas

Expresion genética

| |

Reparacion del DNA Angiogénesis
is Apoptosis
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Control del ciclo celular Proliferacion

Figura 2. Mecanismo de accién de los inhibidores de desacetilasas de histonas. Abreviaturas: HDAC
(histonas desacetilasas), HDACi (inhibidores de histonas desacetilasas), HATS (histonas acetilasas).
Modificado de Suraweera (2016).

Metformina

El farmaco Met es una biguanida conocido como N-N-dimetil-biguanida,
pertenece a las moléculas denominadas rapalogos, y es derivado de la planta Galega
officinalis. Met es utilizada principalmente para el tratamiento de diabetes tipo 2, debido

a su capacidad para disminuir los niveles de lipidos en sangre y suprimir a la
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gluconeogenesis hepatica. La Met también incrementa la respuesta a la insulina por parte

del musculo esquelético (Aliper et al., 2017 ; Ong et al., 2016).

El modo de accion de la Met aun es motivo de estudios (Figura 3), dado los efectos
pleiotropicos observados (Ong et al., 2016). Se ha observado un menor riesgo de
desarrollo de HCC en pacientes que toman este farmaco (Chen et al., 2013). Actualmente,
se conoce que la Met presenta sus efectos principalmente debido a la activacion de la
adenosin-monofosfato-cinasa (AMPK), que a su vez es capaz de bloquear a mTOR. El
receptor mTOR es capaz de inactivar a el factor inducible por hipoxia (HIF-1a) y al factor
de elongacion ecuariotico 4E (elF4E). En un modelo propuesto por Fruman en el 2016
(Figura 2), se observa que la disrupcion de elF4E resulta en una inhibicion del oncogen c-
MYC y a un incremento en la proteina proapoptdtica PUMA. Met también tiene la
capacidad de inhibir al mMTORC2 y por consecuencia incrementar la presencia de la
proteina de respuesta a crecimiento temprano (EGRI1), un factor transcripcional que
promueve la expresion de la proteina proapoptotica semejante a Bel2 (BIM). Wei y col
(2018) estudiaron los efectos de un tratamiento de Met combinado con VPA en dos lineas
celulares de céancer renal. En este estudio determinaron un ICso para Met de 20.57 mM y
2.42 mM de VPA, respectivamente. Ademas, se ha encontrado efectos sinérgicos con Met
y VPA en la reduccion de la migracion e induccion de apoptosis. Los efectos sinergisticos
de estos farmacos también ha sido observados en lineas celulares de cancer prostatico in
vitro e in vivo (Tran et al., 2019). Inclusive, en lineas hepaticas como HepG2 (Li et al.,
2017) y en lineas celulares xenograficas derivadas de pacientes expuestas a Sorafenib [0,
10, 20, 30 mM], Metformina [0, 5, 10 mM] y combinaciones de los farmacos, se han
observado efectos sinérgicos disminuyendo la viabilidad celular e induccion de autofagia,

pero no se observaron efectos citotoxicos (Chung et al., 2018)
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Figura 3. Mecanismo de accion de los inhibidores duales sobre los receptores mTOR. Se muestra el
efecto de los inhibidores sobre los receptores y la cascada de sefializacion que conlleva a la apoptosis.
Abreviaturas: mTORC1/mTORC2 (receptor diana en mamiferos para rapamicina), RAPTOR (proteina
reguladora asociada a mTOR), RICTOR (acompafiante de mTOR independiente a rapamicina), 4EBP1
(proteina de union al factor eucariotico de iniciacion de traduccion 4E), elF4E (factor de inicio de la
traduccion eucariotico 4E), c-MYC (oncogen MYC), PUMA (proteina moduladora de la apoptosis), EGR1
(proteina 1 de respuesta a crecimiento temprano), BIM (proteina proapoptética semejante a Bcl2). Tomado
de Fruman (2016).

La via mTOR en hepatocarcinoma celular

La via mTOR se encuentra activada en HCC por una variedad de factores tales
como la hipoxia, la via RAS/RAF/MERK/ERK y el déficit de energia producto del
metabolismo acelerado (Matter et a/, 2014). El blanco de rapamicina en mamiferos es una
cinasa citoplasmadtica del tipo serina/treonina denominada mTOR, con un peso de 289 kDa
(Ong et al., 2016). El receptor mTOR pertenece a la familia de cinasas relacionadas con
fosfoinositidos-3- cinasa (PI3K) y exhibe dos complejos multiproteicos denominados
mTORC1 y mTORC2. El receptor mTOR participa en procesos como el crecimiento,
metabolismo y migracion celular. En condiciones cancerosas, mTOR se encuentra sobre-
expresado, y en HCC ha sido asociado con un mal diagndstico y recurrencia temprana en

pacientes sometidos a trasplante de higado (Matter et al., 2014).

En cuanto a los complejos mTORCI y 2, ya se conocen las proteinas que los
conforman e inclusive algunas funciones de éstas; otras permanecen pendientes por

elucidarse. Referente a las funciones de estos complejos, mTORCI1 es considerado un
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regulador primordial del metabolismo, pues limita procesos catabdlicos como la
autofagia, el cual es un proceso proveedor de energia a través de la destruccion de
constituyentes celulares (Kaur y Debnath, 2015). Por otro lado, mTORCI1 es capaz de
regular el metabolismo anabdlico induciendo la sintesis de distintas biomoléculas como
proteinas y lipidos, inclusive participa de la biosintesis de organelos celulares. En cuanto
a mTORC2, poco es conocido sobre los mecanismos moleculares que subyacen a la
organizacion del citoesqueleto y sobrevivencia celular. Laplante y Sabatini (2014)
sumarizan algunos de los resultados obtenidos por otros autores, en los cuales fue
identificado que el bloqueo de mMTORC2 promueve la expresion de genes asociados con
la respuesta al estrés, genes de arresto celular y apoptosis debido a la activacion de la

proteina FoxO1.

El uso de farmacos inhibidores de mTORC ha sido investigado por varios autores
en diferentes tipos de cancer (Cifarelli ef al., 2015 ; Soliman, Steenson y Etekpo, 2016;
Adnane et al., 2006). La relevancia clinica de Met se debe a la baja prevalencia de cancer
hepatico observada en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, la cual per se involucra un
riesgo elevado de desarrollo de HCC. Met ha demostrado su efecto antiproliferativo y la
induccion de arresto celular sobre hepatocitos in vitro expuestos al tratamiento (Chen et
al.,2013) con el inhibidor de mTOR (Matter ef al., 2014 ; Chen et al., 2013 ; Cifarelli et
al., 2015). Recientemente, Ling y col. (2017) expusieron a las lineas celulares de
hepatocarcinoma HepG2 y Bel-7402 a un tratamiento con Sorafenib y Metformina,
demostrando sinergismo en efectos antiproliferativos in vitro e inhibicion del desarrollo
tumoral in vivo, causados por la actuacion de ambos farmacos sobre los complejos

mTORC1 y mTORC2.
Farmacocinética de Sorafenib

Sorafenib es una molécula pequeiia y con caracteristicas lipidicas. Sorafenib se
administra de forma oral y alcanza a los hepatocitos a través de la vena portal. El ingreso

de Sorafenib a las células es llevado a cabo mediante transportadores anidnicos y
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catidnicos, y posteriormente es metabolizado por enzimas de fase [ y fase II (De Mattia et

al., 2019).

Se han identificados 8 metabolitos del farmaco (Figura 4), denominados de M1
hasta MS; la forma M2 (N-oxido-piridina) es producida mediante oxidacién por el
CYP3A4 y es el principal metabolito en plasma, ademas de ser precursor del glucuronido
de N-oxido-piridina (M8) y N-hidroximetil-N-oxido-piridina (M1). La enzima de fase II
responsable de la glucuronidacion es UGT1A9 y participa en la conjugacion de Sorafenib
hacia la forma M7 o glucuréonido de Sorafenib. Dentro de estos metabolitos, las formas
M2, M4 y M5 son los que cuentan con la capacidad de inhibir a VEGF-R, MEK y ERK
(Gong et al., 2017). Después de conjugarse, las formas M7 y M2 son excretadas hacia los
tubos biliares para ser evacuadas principalmente por las heces y la orina. Cabe destacar

que el 56% del farmaco es eliminado sin cambios.
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Figura 4. Farmacocinética en hepatocitos del Sorafenib. Se muestra el metabolismo de Sorafenib en
células hepaticas y las enzimas que participan en la generacion de los metabolitos y los transportadores que
facilitan su absorcion y excrecion. Abreviaturas: CYP (proteinas del citocromo P450), M1:M8 (metabolitos
del Sorafenib), OATP (polipeptido transportador de aniones organicos), MRP (proteina asociada a
multirresistencia de farmacos), BCRP1 (transportador de la familia ABC), UGT (glucuronosil transferasas
dependientes de uracil-difosfato). Tomado de De Mattia (2019).
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Farmacocinética de Metformina

La Metformina no experimenta cambios durante el transito en el cuerpo humano
(Figura 5). Su absorcion ocurre debido a la difusion activa por transportadores cationicos
ubicados en la membrana celular de los enterocitos intestinales, hepatocitos y células

epiteliales renales (Gong et al., 2012)

Los transportadores principales para Metformina en los hepatocitos son
OCT1/SLC22A1 y OCT3/SLCA23A3, ubicados en la membrana basolateral de estas
células (Figura 5). Metformina es excretada principalmente por via renal (Gong et al.,

2012)

Elimination through urine

Figura 5. Farmacocinética de Metformina. Se muestran los transportadores involucrados en la absorcion
y excrecion de Metformina. Abreviaturas: SLC2 (acarreador de solutos perteneciente a la familia 2).
Tomado de Gong y col. (2012)
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Farmacocinética del VPA

El VPA es metabolizado mediante 3 rutas en los seres humanos (Figura 6) y exhibe
efectos en la sintesis del dcido gama aminobutirico (GABA) en células neuronales,
ademas de interferir en el movimiento de iones al perturbar canales i6nicos.
Recientemente, se ha demostrado que VPA tiene propiedades como HDAC:i (Felisbino et

al., 2013).

Las vias de metabolizacion son la glucuronidacion, con una participacion del 50%
y genera glucuronido de valproato como metabolito. La beta-oxidacion ocurre hasta en un
40% de VPA y es responsable de la formacion de metabolitos toxicos como el 2,4,diene-
VPA-CoA. Finalmente, la oxidacién mediada por enzimas del citocromo P450 son
responsables del 10% de la metabolizacion de este fArmaco y generan metabolitos con
hepatoxicidad como el 4-ene-VPA y formas inactivas como el 3-OH-VPA o el 4-OH-
VPA (Gopaul, Farrell, y Abbott, 2003).

La forma nativa del VPA es la forma activa para inhibir las histonas desacetilasas

(Ghodke et al., 2013)
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Figura 6. Farmacocinética del VPA. Se muestran las enzimas que participan en el metabolismo de VPA
en una célula hepatica. Abreviaturas: CYP (proteinas del citocromo P450), ACADSB (acil-coenzima-A
deshidrogenasa de cadena corta), IVD (isovaleril-coenzima-A deshidrogenasa) ACSM (acil-coenzima-A
sintetasa), ECSH1 (enoyl-coenzima-A hidratasa), HADH (hidroxi-acil-coenzima-A deshidrogenasa), GSH
(glutation) Tomado de Ghodke y col. (2013)

Reposicionamiento de farmacos

El desarrollo tradicional de los farmacos involucra un proceso de descubrimiento,
adecuacion y pruebas en distintos modelos que usualmente toma hasta 13.5 afios y con un
costo oscilando los 1800 millones de dolares y con un riesgo muy elevado de fracaso en
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la ultima fase de pruebas En este sentido el reposicionamiento de farmacos cobra
relevancia debido a diversas ventajas, entre las cuales se destacan los perfiles de seguridad
del farmaco en cuestién previamente descritos y aprobados, ademas de un costo de
desarrollo menor debido a la descripcidon previa de sus efectos en modelos preclinicos

(Pushpakom et al., 2019).

El estudio en modelos pre-clinicos de un fA&rmaco con propositos diferentes a los
inicialmente aprobados, ha permitido encontrar efectos potencialmente favorables debido
a la descripcion de nuevos mecanismos de interés de acuerdo con la patologia estudiada.
Lo anterior se traduce en el uso de un farmaco en una enfermedad distinta a la
originalmente aprobada (Sleire et al., 2017). Diversos son los farmacos que se han
reposicionado exitosamente asi también los abordajes realizado para tal finalidad
(Pushpakom et al., 2019). Cha y col. (2018) sumarizaron los abordajes actualmente
utilizados en el reposicionamiento de fairmacos y pueden ser clasificados en abordajes
experimentales y abordajes in silico. En el primero se encuentra el abordaje molecular el
cual consiste en la conceptualizacion de los blancos moleculares de un farmaco y la
relacion de estos con una patologia especifica. En este sentido, este abordaje hace uso de
herramientas y estudios asociados a genomica, transcriptomica y protedmica para

establecer las posibles asociaciones farmaco/patologia (Cha et al., 2018).
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Justificacion

El hepatocarcinoma (HCC) es una de las principales causas de muerte por cancer a nivel
mundial, y en México ocupa el sexto lugar en causas de muerte y el octavo en incidencias.
Las estadisticas permiten predecir una tendencia al alza de casos de HCC para los
proximos anos. Actualmente, los tratamientos contra el HCC incluyen cirugias de ablacion
y trasplante, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, el prondstico de los pacientes no
es favorable, pues hasta hoy la relacion de morbilidad:mortalidad es 1:1, lo cual hace
evidente la necesidad de buscar alternativas viables para el tratamiento de esta malignidad.
Los inhibidores de histonas desacetilasas y la Metformina, han mostrado efectos
sinergicos con el Sorafenib en modelos in vitro e in vivo. Por lo tanto, se considera de
interés la evaluacion de un tratamiento combinado del Sorafenib, con el VPA y
Metformina, para la observacion de los efectos en la viabilidad, capacidad migrativa y

potencial angiogénico en un modelo celular de hepatocarcinoma.
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Hipotesis

La combinacion de los farmacos Sorafenib, VPA y Metformina disminuye la viabilidad,

la capacidad migrativa y angiogénica de un modelo celular hepatico.
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Objetivos

General
= Evaluar un tratamiento farmacoldgico combinado sobre la viabilidad, capacidad

migrativa y angiogénica en un modelo de hepatocarcinoma celular

Particulares
= Determinar la viabilidad de la linea celular HepG2 expuesta a un tratamiento
farmacologico combinado.
= Determinar la capacidad de migracion celular por efecto del tratamiento
farmacologico combinado.
= Evaluar el efecto en el potencial angiogénico a través de la expresion genética del

gen VEGF por el tratamiento farmacolégico combinado.
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Material y métodos

Linea celular

Las lineas celulares HepG2, Hepal y fibroblastos dérmicos humanos (FDH)
fueron cultivados en medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Minimal Essential
Medium) alta glucosa, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de
aminoacidos no esenciales y 1% de piruvato de sodio. Las células fueron incubadas a
37°C, 5 % CO2 y 100% de humedad relativa (HR). Los pases celulares se realizaron al

80% de confluencia.

Reactivos

El medio de cultivo Gibco DMEM 1x (lote 2122728) fue adquirido en Life
Technologies (Grand Island, NY, USA). La solucion 100x HyClone MEM Non-Essential
Amino Acids (lote AC10250490) fue adquirida en GE Healthcare Life Sciences (South
Logan UT, USA). La solucion 100 mM Sodium Piruvate (lote 28918006) fue adquirida
en Mediatech, Inc. (Manassas, VA, USA). La solucién Trypan Blue Staining 0.4% (lote
1914469) fue adquirida en Invitrogen (Eugene, OR, USA). El acido valproico (lote
MKBS5723V) y el dimetil-sulfoxido (lote SHBJ5443) fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). La Metformina (lote 0544112-23) y Sorafenib (lote
100009644) fueron adquiridos en Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).

Ensayo de viabilidad

Para la determinacion de la curva dosis-respuesta, se sembraron ~8 x 10° células
HepG2 por pozo en una placa de 96 pozos y fueron incubadas durante 48 h.
Posteriormente fueron expuestas por 48 h a diferentes concentraciones de los farmacos (0,
2.5,5,7.5y 10 uM Sorafenib, 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5y 20 VPA, y 0, 6.25, 12.5,
18.75,25,31.25,37.50,43.75 y 50 mM Metformina). El grupo control consistio en células

expuestas durante 48 h a DMEM completo y el tratamiento con el vehiculo consistié en
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células expuestas a DMEM completo y 0.1% de DMSO (dimetil-sulféxido). Después de
la incubacion, se descart6 el medio y se realizaron dos lavados con PBS 1x. Seguidamente
las células se incubaron por 3 h, con el reactivo resazurina. Posteriormente se realizo la
lectura a 570 y 590 nm en el lector de placas 800 TS (BioTek, Winooski, VT, E.U.). La
estimacion del ICso se realizd mediante una regresion no lineal de cuatro parametros

(4PL).

La determinacion de la viabilidad por efecto de la combinacion de los farmacos,
se llevd a cabo mediante la evaluacion de diferentes tratamientos (1, 2, 3 y 4 uM
Sorafenib, 2,4, 6y 8 mM VPA,y 5, 10, 15 y 20 mM Metformina) administrados de forma
individual, en combinaciones duales y combinaciones triples durante 48 h. Los grupos
control y vehiculo constaron de DMEM completo y DMEM completo adicionado con
0.1% DMSO, respectivamente. Después de los tratamientos, las células fueron lavadas
dos veces con PBS 1x y luego incubadas con rezasurina por 3 h. Las lecturas se llevaron

a cabo de acuerdo con la metodologia descrita mas arriba.

Para el caso de las lineas celulares Hepal y fibroblastos dérmicos humanos (FDH),
se sembraron ~4 x 10° células Hepa-1 por pozo y ~3 x 10° células por pozo de FDH, ambos
en placas de 96 pozos y fueron incubadas por 48 h antes de iniciar los tratamientos.
Posteriormente, las células fueron expuestas a diferentes tratamientos (2 uM Sorafenib, 4
mM VPA y 10 mM Metformina) de forma individual, combinacion dual y en combinacion
triple durante 48 h. La constitucion de los grupos control y vehiculo fue la misma descrita
anteriormente. Después de los tratamientos, las células fueron lavadas dos veces con PBS
1x e incubadas con rezasurina por 2 h. Las lecturas de viabilidad se llevaron a cabo de

acuerdo con la metodologia descrita en los parrafos anteriores.

Ensayo de proliferacion

Se sembraron ~8 x 10° células HepG2 por pozo en placas de 96 pozos e incubaron
durante 48 h. Posteriormente, se iniciaron tratamientos con los fAirmacos hasta por 96 h,
evaluando diferentes concentraciones (0, 2.5, 5, 7.5 y 10 uM Sorafenib, 0, 2.5, 5, 7.5, 10,
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12.5, 15, 17.5 y 20 VPA, y 0, 6.25, 12.5, 18.75, 25, 31.25, 37.50, 43.75 y 50 mM
Metformina) y los grupos control y vehiculo fueron conformados de acuerdo a lo descrito
previamente. Al término, se realizaron dos lavados con PBS 1x y se realiz6 una incubacion
por 3 h con rezarsurina en las mismas condiciones descritas en parrafos previamente. Las

lecturas fueron realizadas mediante la metodologia descrita mas arriba.

Ensayo de migracion

Para los ensayos de migracion, se sembraron 8 x 10° células por pozo en placas de
6 pozos e incubadas por 48 h en medio de cultivo. Posteriormente, se iniciaron los
tratamientos al realizar un cambio de medio precedido de un lavado con PBS 1x y
adicionar a los grupos tratamiento diferentes concentraciones de SFB (0%, 5% y 10%) e
incubar las células por 24 h. Para eliminar el fondo causado por la proliferacion, el grupo
suplementado con 10% de SFB fue incubado durante 2 h con DMEM fresco
complementado con mitomicina C (10 pg/mL) para seguidamente realizar la lesion en
todos los grupos experimentales con una punta de 200 uL. Se realizaron lavados con PBS
1x para retirar los detritos celulares y a continuacion se administro el tratamiento
farmacologico (2 uM Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM Metformina) durante 48 h y se
tomaron imagenes en lapsos de 24 h. Las imagenes fueron procesadas mediante el
programa ImageJ en conjunto con la herramienta Wound Healing Assay Size Tool
(Suarez-Arnedo et al., 2020) El medio de cultivo fue reemplazado cada 24 h durante los

tratamientos.

Tratamiento con Sorafenib

Se prepard un stock 10 mM de Sorafenib (Sor) solubilizado en DMSO, el cual fue
alicuotado y permanecié a -20 °C hasta su uso. Posteriormente, el stock de trabajo de 100
uM, se prepard al diluir una alicuota en DMEM vy a partir de este se prepararon los
tratamientos diluyendo el stock de trabajo en DMEM nuevamente. El volumen méaximo

de DMSO usado en el cultivo fue de 0.1%.
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Tratamiento con VPA

Se prepar6 un stock 200 mM al disolver VPA en agua desionizada estéril. A partir
de este stock, se prepar6 un stock de trabajo a 50 mM al diluir con DMEM. Las soluciones

fueron preparadas y administradas en fresco.

Tratamiento con Metformina

Se prepard un stock 500 mM al mezclar Metformina (Met) en agua desionizada
estéril. El stock de trabajo se prepard a una concentracion de 125 mM al disolver la

solucion anterior en DMEM. Las soluciones fueron preparadas y administradas en fresco.

Extraccion de RNA

Se realizé la extraccion con el reactivo RNAzol® RT (MRC, Cincinnati, OH,
E.U.) de acuerdo al protocolo del proveedor. Brevemente, la lisis celular se realizé al
anadir 1 mL de RNAzol® RT en cada pozo y se incubo6 la reaccion por 10 min a 4 °C.
Para la precipitacion del DNA, proteinas y polisacaridos, el lisado celular fue recuperado
y se afiadio 0.4 mL de agua desionizada estéril y se agitd vigorosamente. La reaccion se
incubd por 10 min a temperatura ambiente. La mezcla resultante fue centrifugada (12,000
g por 15 min) y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL. Para precipitar
el RNA, se mezclaron 800 uL del sobrenadante con 800 pL de isopropanol y se incubo la
reaccion durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla se centrifugo
(12,000 g por 10 min). El lavado del RNA se realiz6 al descartar el sobrenadante y afiadir
1 mL de etanol al 75% y la mezcla se centrifugd (7500 g por 5 min) y el sobrenadante fue
descartado. La pastilla fue solubilizada al afiadir agua libre de nucleasas y se incubd en un
termobloque a 65 °C por 15 min. Posteriormente, se evalu6 la integridad del RNA
mediante una separacion electroforética en gel de agarosa al 1% tefiiddo con GelRed™
(Biotium, Fremont, CA, E.U.) en un transiluminador con luz UV. El RNA se almaceno a
-70 °C hasta su uso.
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Cuantificacion y evaluacion de funcionalidad del RNA

Se realizo la cuantificacion del RNA mediante espectrofotometria a 260 nm, y la
pureza se determind por la relacion de absorbancia de los valores de 260 sobre 280 nm, y
de 260 sobre 230nm en el equipo NanoDrop ™ 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA,
E.U.).

Para evaluar la funcionalidad del RNA extraido, se sintetizé6 cDNA con la enzima
retrotranscriptasa reversa M-MLV y hexdmeros aleatorios (Invitrogen, Carlsbad, CA,
E.U.) mediante el protocolo del proveedor en un volumen final de 20 pL. La mezcla 1 se
prepar6 al afiadir 1 pLL. de ANTP’s (10 mM), 1 uL hexameros aleatorios (50 ng/ uL), 1 ng
de RNA y 9 pL de agua libre de nucleasas. La mezcla 2 consto de 2 uL. de DTT (0.1 M),
1 uL de RNAsa Out (40 U/uL) (Invitrogen), 4 uL de First Strand Buffer (5x) (Invitrogen).

La mezcla de reaccion 1 fue incubada por 5 min a 65 °C, y después en hielo para
afladirse la mezcla de reaccion 2, y se incubd por 2 min a 37 °C. Al término, se agreg6 1
puL de enzima M-MLV e incub6 durante 10 min a 25 °C y 50 min a 37 °C. Al término, la

reaccion fue inactivada por 15 min a 70 °C. El cDNA se almacen6 a -20 °C hasta su uso.

Posteriormente se realiz6 una reaccion de PCR en un volumen final de 20 pL y el
cDNA sintetizado en el paso anterior fue utilizado como templado de amplificacion con
primers dirigidos hacia el gen 18S ribosomal. Los parametros usados fueron: 30 ciclos
compuestos de las fases de desnaturalizacion a 95 °C por 5 min, fase de alineamiento a 55

°C por 1 min, fase de extension a 72 °C por 1 min, y una extension final a 72 °C por 5 min.

La reaccion de qPCR se llevo a cabo en condiciones standard. Se utilizd una
mezcla maestra compuesta de sondas TagMan® dirigidas hacia VEGF-4, cDNA y agua

libre de nucleasas en un volumen final de 20 pL.. Como control endégeno se utilizo al gen
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GAPDH (Gliceraldheido-3-fostado-deshidrogenasa). El anélisis de los datos se llevo a

cabo de acuerdo con Livak y Schmittgen (2001) mediante el método comparativo 2-44€T,

Analisis estadistico

Para los analisis proliferacion se utilizo la prueba ANOVA de dos vias acoplado a
la prueba de comparacion multiple de Dunnett. El analisis para las pruebas de viabilidad
por efecto de la combinacion de Sorafenib, VPA y Metformina fue un ANOVA de una
via acoplado a prueba de comparacién multiple de Tukey. Para la determinacion del nivel
de expresion de VEGF por qPCR se utilizd prueba U-Mann-Whitney. En la prueba de
migracion por ensayo de lesion, se utilizo la prueba t-student para muestras pareadas.

Todas las pruebas anteriores se utilizaron con un alfa minimo de 0.05 y méximo de 0.01.
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Resultados

Determinacion de ICso en la linea celular HepG2 por efecto de Sorafenib, VPA y

Metformina.

Se determind la ICso en la linea celular HepG2 mediante un ensayo de viabilidad
con el reactivo resazurina. Las células se incubaron por 48 h con diferentes
concentraciones de los farmacos (0, 2.5, 5, 7.5 y 10 uM Sorafenib, 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5,
15,17.5y 20 mM VPA; 6.25, 12.5, 18.75, 25, 31.25, 37.50, 43.75 y 50 mM Metformina)
en las mismas condiciones descritas anteriormente, se elaboraron curvas dosis-respuesta
(Figura 7) y se analizaron mediante el andlisis de regresion no lineal de 4 parametros
(4PL). Se observo una disminucion de la viabilidad dependiente de la dosis en los tres
farmacos y el ICso obtenido fue de 5.987 uM, 12.29 mM y 23.37 mM para Sorafenib, VPA

y Metformina, respectivamente.
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Figura 7. Curvas dosis respuesta de los farmacos Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met) en
células HepG2. Las células fueron expuestas por 48 h a diferentes concentraciones de Sorafenib, VPA y
Metformina. Posteriormente la viabilidad fue evaluada mediante la reduccion del reactivo rezasurina. Los
resultados fueron analizados mediante el método 4PL y se determind la ICso para A) Sorafenib (5.987 uM,
B) VPA (12.29 mM) y C) Metformina (23.37 mM). Los valores corresponden a tres ensayos
independientes y las barras representan la desviacion estandar.
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Evaluacion de la proliferacion celular por efecto de los farmacos Sorafenib, VPA y

Metformina.

Con el objetivo de determinar si los farmacos tenian un efecto sobre la
proliferacion de la linea celular HepG2, las células fueron incubadas con diferentes
concentraciones de los farmacos (0, 2.5, 5, 7.5 y 10 uM Sorafenib 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5,
15,17.5y 20 mM VPA; 6.25, 12.5, 18.75, 25, 31.25, 37.50, 43.75 y 50 mM Metformina)
hasta por 96 h (Figura 8). Al término del periodo de incubacion, las células se incubaron
por 3 h con el reactivo resazurina y se midi6 la proliferacion celular. Se observo que los
tres fArmacos tienen la capacidad de reducir la proliferacion y el efecto es dependiente del

tiempo y de la dosis.

El tratamiento con Sorafenib (Figura 8 A) demostr6 que las concentraciones de 7.5
y 10 uM a partir de 48 h y hasta 96 h disminuyeron de forma significativa (p = 0.05) la
proliferacion celular. Las concentraciones de 2.5 y 5 uM mostraron una disminucion en
la proliferacién durante las 96 h evaluadas. Las cé€lulas expuestas a VPA (Figura 8B)
mostraron una disminucion en la proliferacion celular significativa (p = 0.05) en todos los
tratamientos comparados contra el control. El efecto fue mdas evidente a partir del
tratamiento con 12.5 mM y se observo que la proliferacion disminuyé en forma dosis
dependiente, inclusive alcanzé el 100% de mortalidad en el tratamiento con 20 mM en las
primeras 48 h, mientras que el tratamiento con 17.5 mM alcanzé el mismo porcentaje de
mortalidad hasta 72 h. Ademas, a partir de 72 h el resto de las concentraciones mostro un
incremento en la proliferacion con excepcion del tratamiento con 7.5 mM, no obstante la

diferencia fue altamente significativa al comparar este tratamiento contra el control.

El tratamiento con Metformina (Figura 8C) disminuy¢é de forma significativa (p =
0.05) la proliferacion celular y el efecto fue mas evidente a partir de 48 h, con excepcion
del tratamiento con 6.25 mM, el cual mostré que la cantidad de células permanecio

constante. El resto de los tratamientos mostraron que la disminucion de la proliferacion
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fue dependiente de la dosis y ademas la tendencia del efecto se prolongd hasta 96 h.
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Figura 8. Efecto de los farmacos Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met) sobre la proliferacion
de la linea celular HepG2. La linea celular HepG2 fue incubada hasta por 96 h con diferentes
concentraciones de los farmacos. Los controles corresponden a celulas incubadas con el vehiculo DMSO
para el caso de Sorafenib o células incubadas sin tratamiento. Las c€lulas fueron expuestas a Sorafenib
(A) en concentraciones de 2.5 uM — 10 uM, a VPA (B) de 2.5 mM — 20 mM y a Metformina (C) en rango
de 6.25 mM — 50 mM. Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes y las
barras la desviacion estandar (*, p < 0.05).

Evaluacion del efecto combinado de los farmacos Sorafenib, VPA y Metformina

sobre la linea celular HepG2.

Para evaluar el efecto sobre la viabilidad celular por tratamientos con diferentes
combinaciones de los farmacos Sorafenib, VPA, Metformina de acuerdo con el modelo
de relacion fija o Fixed Ratio, las células se sembraron en una placa de 96 pozos y se
dejaron incubar por 48 h. Posteriormente, los tratamientos se iniciaron por 48 h, incubando
las células con diferentes combinaciones y diferentes concentraciones (Sorafenib 1, 2, 3,
y 4 uM; VPA 2, 4, 6 y 8 mM; Metformina 5, 10, 15 y 20 mM). Después, se determino la
viabilidad mediante una incubacion por 3 h con resazurina. La viabilidad de las células
HepG2 no se vio afectada por el tratamiento con 1 uM de Sorafenib y 2 mM de VPA en

tratamientos individuales (Figura 9A). No obstante, el tratamiento con 5 mM de
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Metformina disminuy6 un 25% la viabilidad celular y el efecto se vio incrementado en los
tratamientos con 10 y 15 mM de Metformina, hasta alcanzar una reduccion del 50% en la
dosis 20 mM (Figura 9D). Con respecto al VPA, el tratamiento con 4 mM produjo una
reduccion de 11% sobre la viabilidad y el efecto fue dosis-dependiente como se puede
observar en los tratamientos con 6 y 8 mM de VPA, en donde la viabilidad se redujo en
24% y 42%, respectivamente En referencia a los tratamientos duales, se observaron
disminuciones en la viabilidad celular desde un 18% hasta un 81% (Figura 9A y 9D).
Notablemente, las combinaciones de VPA y Metformina redujeron en 44% y un maximo
de 86%. Las diferentes combinaciones de Sorafenib-Metformina mostraron
disminuciones desde 26% hasta un 66% en la viabilidad celular a 48 h, siendo entonces el
tratamiento con menor efecto comparado contra el resto de los tratamientos duales. Cabe
mencionar que todos los tratamientos duales mostraron una diferencia altamente
significativa (p < 0.01) comparados contra el tratamiento individual con Sorafenib.
(Figura 9C y 9D). El tratamiento con Sorafenib 2 uM y 3 uM redujo en 8% y 21% la
viabilidad, respectivamente, y alcanz6 una reduccion maxima de 30% en el tratamiento
con 4 uM. Los tratamientos con la combinacion Sorafenib, VPA y Metformina, mostraron
diferencias significativas (p < 0.01) en todos los tratamientos comparados contra el
tratamiento individual con Sorafenib. Los rangos de disminucion observados fueron desde
un 46% hasta un 82% sobre la viabilidad celular de HepG2. Cabe destacar que la
diferencia entre la primer combinacion (Figura 9A) y la segunda combinacion (Figura 9B)
fue de 30%, mientras que al comparar la segunda combinacion con el resto (Figura 9C y

9D), la diferencia no supero el 8% en la disminucion de la viabilidad.
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Figura 9. Efecto de la combinacion de Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met) en la viabilidad
de la linea celular HepG2. Se evalu6 la viabilidad celular por efecto del tratamiento con distintas
concentraciones de Sorafenib, VPA y Metformina de acuerdo con el modelo “Fixed Ratio” (Garcia-
Fuente et al., 2018), en tratamiento individual (barras grises), en combinaciones duales (barras
cuadriculadas) y en combinaciones triples (barras ashuradas). El tratamiento control corresponde a células
sin tratamiento y el vehiculo corresponde al tratamiento con DMSO. Panel A: Células expuestas a
Sorafenib (1 uM,), VPA (2 mM) y Metformina (5 mM) en tratamientos individuales o sus combinaciones.
Panel B: Células expuestas a Sorafenib (2 uM), VPA (4 mM) y Metformina (10 mM) en tratamiento
individual y sus combinaciones. Panel C: Células expuestas a Sorafenib (3 uM), VPA (6 mM) y
Metformina (15 mM) en tratamiento individual y sus combinaciones. Panel D: Células expuestas a
Sorafenib (4uM), VPA (8 mM) y Metformina (20 mM) en tratamiento individual o sus combinaciones.

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes y las barras la desviacion
estandar. (*, p <0.05, ** p<0.01)

Con la finalidad de determinar la naturaleza del efecto producido sobre la
viabilidad celular a causa del tratamiento triple, se realiz6 un anélisis con el método Chou-
Talalay con el software CompuSyn (Figura 10), mismo que proporciona el indice de
combinacion (CI), el cual un valor <1 indica sinergismo, 1 indica un efecto aditivo y >1

muestra efectos antagonicos.
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Figura 10. Determinaciéon de efectos sinérgicos en la combinacion triple de los farmacos. Células
HepG2 fueron expuestas al tratamiento combinado con Sorafenib (Sor)-VPA- Metformina (Met) por 48
h. Se determin¢ el indice de combinacion (CI) mediante la formula de la ecuacion del efecto medio.

Con base los resultados anteriores, se selecciond la concentracion de trabajo 2 uM

Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM de Metformina para el resto de los experimentos.

Para determinar la viabilidad celular por efecto de la combinacion de los farmacos
en una linea de hepatocarcinoma murino y en una linea celular no cancerosa, las células
Hepal y fibroblastos dérmicos humanos fueron expuestos por 48 h al tratamiento con 2
uM Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM de Metformina, y posteriormente incubadas durante

2 horas con rezasurina.

Con respecto a las células Hepal (Figura 11A), el tratamiento individual con VPA
mostrd el mayor efecto sobre la viabilidad al disminuir en 26%; el tratamiento con Met
redujo un 18% y el tratamiento con Sorafenib no tuvo ningun efecto. La exposicion a
VPA-Metformina aminord en 52% la viabilidad y el resto de las combinaciones duales
mermaron un 42% (Sorafenib-VPA) y 27% (Sorafenib-Metformina). El tratamiento con
Sorafenib-VPA-Metformina provocd una reduccion del 74% en la viabilidad de la linea
Hepal. En el caso de los fibroblastos (Figura 11B), se observo que el tratamiento

individual con Sorafenib y Metformina disminuy6 la viabilidad en 20% y 24%,
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respectivamente, mientras que el tratamiento con VPA disminuy6 un 9%. El tratamiento
con Sorafenib-VPA mostré el mayor efecto entre las combinaciones duales, al disminuir
un 46% la viabilidad, mientras que los tratamientos con Sorafenib-Metformina y VPA-
Metformina redujeron la viabilidad en 42% y 29%, respectivamente. Para el tratamiento

con la combinacion triple, la viabilidad se redujo en 49%.
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Figura 11. Efecto de la combinacion de Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met) en la viabilidad
de las lineas celulares Hepal y fibroblastos dérmicos humanos.

Se evalud la viabilidad celular por efecto del tratamiento con distintas concentraciones de Sorafenib, VPA
y Metformina en tratamiento individual (barras grises), en combinaciones duales (barras cuadriculadas)
y en combinaciones triples (barras ashuradas). El tratamiento control corresponde a células sin
tratamiento y el vehiculo corresponde al tratamiento con DMSO. Panel A Células de hepatocarcinoma
murino (Hepal) expuestas a Sorafenib (2 uM), VPA (4 mM) y Metformina (10 mM) en tratamiento
individual y sus combinaciones: Panel B:. Fibroblastos dérmicos humanos expuestos a Sorafenib (2 uM,),
VPA (4 mM) y Metformina (10 mM) en tratamientos individuales o sus combinaciones. (*p<0.05 , **
p<0.01)

Evaluacion de la capacidad migrativa por efecto de los farmacos Sorafenib, VPA y

Metformina.

Para establecer el efecto del tratamiento por 48 h con una combinacion de los
farmacos sobre la capacidad migrativa, las células se sembraron y se realizé un ensayo de
lesion sobre la monocapa. Las células fueron fotodocumentadas hasta 48 h (Figura 12).
Las imagenes fueron procesadas en el programa Image] y analizadas con la herramienta

Wound Healing size tool.
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El porcentaje de cierre de lesion (Figura 13) del grupo suplementado con 5% de SFB
mostréo un cierre de 14.86% mismo que fue practicamente abatido al adicionar la
combinacion de Sorafenib-VPA -Metformina, pues el valor observado fue de 0.05%.
Debido a la presencia de factores mitogénicos contenidos en el SFB, se cultivaron las
células en DMEM libre de suero para reducir el fondo creado por la proliferacion celular.
Se determiné un porcentaje de cierre del 1.74%, el cual fue reducido a -0.27% al anadir la
combinacion de los farmacos. El grupo suplementado con 10% SFB mas mitomicina
mostrd valores de 2.32% en el cierre de lesion, los cuales se redujeron al -3.44% al afiadir

el tratamiento combinado.

A 5 % SFB B 0 % SFB C 10 % SFB + mito

Oh 48h 48h Oh 48h
Sor- VPA- Met
()
0Oh 48h 0Oh 48h Oh
Sor- VPA- Met
(+)

Figura 12 Imagenes representativas del ensayo de lesion en células HepG2 expuestas al
tratamiento farmacologico por 48 h. Se sembraron células HepG2 con diferentes concentraciones de
suero fetal y fueron tratadas con una combinacion de los farmacos Sorafenib (Sor), VPA y Metformina
(Met). Panel A: Células cultivadas en DMEM suplementado con 5% SFB y tratadas con la combinacion
de los farmacos (2 uM Sorafenib, 4 mM VPA, 10 mM Metformina) durante 48 h. Panel B: Células
cultivadas en DMEM 0% SFB y tratadas con la combinacion de los farmacos (2 pM Sorafenib, 4 mM
VPA, 10 mM Metformina). Panel C: C¢lulas cultivadas en DMEM 10% SFB, suplementado con
mitomicina C (10 pg/mL — 2h) y tratadas con la combinacion de los farmacos (2 uM Sorafenib, 4 mM
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Figura 13. Efecto de una combinacion de los farmacos Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met) por
48 h en la migracion de células HepG2. Se determiné el porcentaje de migracion celular mediante un
ensayo de lesion en células tratadas con diferentes concentraciones de SFB (5%, 0% y 10%) y una
combinacion de los farmacos (2 uM Sorafenib, 4 mM VPA, 10 mM Metformina). El grupo tratado con
10% SFB se incub6 por 2 h con mitomicina C para suprimir la proliferacion. Se tomaron imagenes en
lapsos de 48 h. y se realizo el analisis mediante el programa ImageJ acoplado a la herramienta Wound
Healing Assay size tool (* p<0.05).

Evaluacion del potencial angiogénico por efecto de los farmacos Sorafenib, VPA y

Metformina.

Con la finalidad de observar el efecto sobre el potencial angiogénico por efecto del
tratamiento combinado, se realiz6 una extraccion de RNA con el reactivo RNAzol y el
RNA fue sometido a una reaccion RT-qPCR para evaluar la expresion del gen VEGF.
Como control endogeno se utilizo el gen GAPDH. El RNA extraido fue sometido a
evaluaciones de pureza mediante las relaciones de A260/230 y A260/280 y en todos los
tratamientos se obtuvieron valores superiores a 1.8 para ambas relaciones. La evaluacion
de la integridad del RNA se realizo mediante una migracion electroforética en gel 1%
agarosa (Figura 14), en el cual se observaron las bandas correspondientes a las

subunidades ribosomales 28S y 18S.
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Figura 14. Imagen representativa de gel mostrando la integridad del RNA. Se realiz6 la extraccion
del RNA de los grupos tratados individualmente con Sorafenib (Sor), VPA y Metformina (Met), en
combinaciones duales o triples. El grupo control corresponde a células sin tratamiento y el vehiculo
utilizado fue DMSO. Se observan las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S ribosomales.

Posteriormente, mediante una PCR dirigida al gen 18S ribosomal se evalué la
funcionalidad del RNA. El cDNA obtenido en la reaccion de retrotranscripcion se uso
como templado para la amplificacion de la subunidad 18S ribosomal. Los productos

fueron sometidos a una separacion electroforética en gel de agarosa 1% y tefiidos con

Sor
Sor- Sor- VPA- VPA-
MWM C+ C- Sor VPA Met VPA Met Met Met

W e e R

Figura 15. Electroforesis representativa de la evaluacion de la funcionalidad del cDNA. El cDNA
obtenido en la reaccion de retrotranscripcion se usé como templado de amplificacion en una PCR dirigida
hacia el gen 18S ribosomal y se realizd una electroforesis en un gel de agarosa 1%. Se observa la
amplificacion de un fragmento de 427 pb. El control negativo (C-) corresponde al mix de PCR sin templado.
Se incluye uno de los triplicados de cada tratamiento farmacoldgico con Sorafenib (Sor), VPA y Metformina
(Met). El grupo control (DMEM) y el grupo vehiculo (DMEM-DMSO) no se muestran. 7



GelRed® (Figura 15), donde se observo la amplificacion de un fragmento de

aproximadamente 427 pb.

A continuacion, se realiz6 una dilucion 1:128 del cDNA de cada uno de los tratamientos
y fue utilizada en una qPCR con sondas TagMan para la cuantificacion de la expresion de
los genes VEGF y GAPDH, el ultimo utilizado como control endogeno. Los resultados
fueron evaluados mediante el método 2-24¢T y graficados como unidades relativas de
expresion. Se observo que el tratamiento individual con Sorafenib disminuye la expresion
de VEGF (0.44 unidades relativas) de forma significativa (p <0.05) al comparar contra el
tratamiento con DMSO (1.21 unidades relativas) (Figura 16). En el caso del tratamiento
individual con VPA o Metformina o sus combinaciones, se observd una tendencia al
incremento en la cantidad de transcrito, inclusive este incremento es significativo al
comparar contra el tratamiento con Sorafenib. Notablemente en el tratamiento triple se
observo la reversion de los niveles de expresion (1.19 unidades relativas) a valores
semejantes a los resultantes por el tratamiento con DMSO. Cabe mencionar que todos los
tratamientos mostraron valores elevados significativamente cuando fueron comparados

con el tratamiento con Sorafenib.
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Figura 16. Expresion relativa de VEGF/GAPDH. Células HepG2 fueron tratadas con Sorafenib
(Sor), VPA y Metformina (Met) en tratamiento individual (barras grises), combinaciones duales
(barras cuadriculadas) la combinacion de Sorafenib, VPA y Metformina (barras ashuradas) durante
48 h. Posteriormente se realizo la cuantificacion de la expresion de VEGF mediante un ensayo de
qPCR y se empled el gen GAPDH como control endégeno. Los resultados fueron analizados
mediante el método 2 “2ACT, (* p<0.05)



Discusion

Con la finalidad de establecer la ICso a 48 h para todos los farmacos, las células HepG2
fueron expuestas a tratamiento con diferentes concentraciones de los farmacos y los
resultados fueron graficados como curvas dosis-respuesta. Estos resultados fueron
analizados mediante el método de regresion logistica de 4 parametros (Sebaugh, 2011).
Se determin6 que el tratamiento individual con Sorafenib, VPA o Metformina disminuye

la viabilidad celular en forma dosis-dependiente (Figura 6).

El ICso estimado para Sorafenib fue de 5.89 uM. Previamente se han reportado valores de
8.6 uM (Singh et al., 2016) y 6 uM (Wei et al., 2015; Zhu et al., 2017) en modelos
celulares de HCC expuestos por 48 h a Sorafenib. EI ICso para VPA fue estimado en 12.29
mM. Otros autores han identificado valores en HepG2 de 5 uM (Sanaei y Kavoosi 2019)
y 5.1 mM (Zhu et al., 2017) a 48 h. El tratamiento con Metformina mostré un I1Cso de
23.37 mM. Rastegar y col. (2018) determinaron que el tratamiento con 10 mM de
Metformina disminuye ~50% la viabilidad celular, mientras que Cai y col. (2013)

determinaron efectos similares por efecto de la exposicion a 48 h.

Las diferencias observadas podrian deberse a numerosos factores. Ejemplos de estos son
las condiciones de cultivo, confluencia inicial del cultivo e inclusive variaciones entre los
lotes de las lineas celulares o los farmacos. Otro factor a considerar es el método de
determinacion de viabilidad y las variaciones implicitas en el mismo (Niepel et al., 2017).
El nimero de pase celular previamente ha sido descrito como un factor modificador de la
respuesta a los farmacos debido a diferencias en el perfil de expresion de enzimas
metabolizadoras de farmacos y acumulacion de inestabilidad genomica en las subclonas
(Ben-David et al., 2018). Una diferencia claramente identificada entre nuestro trabajo y
otros en la literatura, fue el tiempo de inicio de los tratamientos después de la siembra.
Las células fueron tratadas 48 h después de haber sido sembradas debido a que
previamente Vega-Benedetti y col.( 2018) reportaron que el tiempo de duplicacion de la
linea celular HepG2 cultivada en medio DMEM es de 27 h. Estos autores observaron un

incremento de 0 a 48 h en la cantidad de células de las diferentes lineas de HCC evaluadas.
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Notablemente, la tendencia al incremento en el nimero de células de todas las lineas de
HCC probadas, se vio acentuada a partir de las 48 h, manteniendo esta tendencia hasta las
96 h totales del experimento. Este incremento podria corresponder a la fase logaritmica

de crecimiento celular.

Referente a la proliferacion, se observo una disminucion dosis dependiente (Figura 8) por
efecto del tratamiento farmacoldgico. Este efecto es concomitante con lo previamente
reportado en ensayos sobre lineas celulares de HCC expuestas a concentraciones de
Sorafenib 2 uM a 20 uM, las cuales mostraron efectos antiproliferativos dependientes de
la dosis (Li et al., 2019; Wei et al., 2015). En referencia al VPA, Armeanu (2005) realizo
tratamientos sobre diferentes modelos de HCC incluyendo HepG2 y determind que los
efectos antiproliferativos son observables a partir de concentraciones superiores a 1.7 mM.
El tratamiento con Metformina (Figura 8) mostré un arresto celular a partir de la
concentracion 6.25 mM, estos resultados son concordantes con los reportados por Ferreti
y col. (2019), quienes observaron que los efectos antiproliferativos de Metformina son

evidentes a partir del tratamiento con 5 mM.

Previamente el Sorafenib, VPA y la Metformina han sido descritos como generadores de
especies reactivas de oxigeno (Coriat ef al., 2012; Komulainen et al., 2015; Li et al.,

2017).

Las especies reactivas de oxigeno se han propuesto como segundos mensajeros en la
regulacion del ciclo celular, tanto a nivel transcripcional (Liou y Storz 2010) como a nivel
de modificaciones post-traduccionales en las ciclinas (Verbon, Post, y Boonstra 2012).
Las variaciones en la homeostasis del ciclo redox provocadas por moléculas generadoras
de ROS son capaces de generar la disminucion en la proliferacion (Zhang et al., 2019) ,
conducir a la apoptosis e inclusive en bajas concentraciones pueden estimular la
proliferacion (Day y Suzuki 2006). Lo anterior podria explicar las disminuciones
observadas por efecto del incremento en la concentracion de los farmacos (Figura 7A, 7B
y 7C), pero también el incremento en la proliferacion observada en los tratamientos las

concentraciones mas bajas. Con base en lo anterior, consideramos que es necesario
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realizar estudios para elucidar si existe una relacion entre la generacion de especies

reactivas de oxigeno y la proliferacion del ciclo celular.

Con respecto a la combinacion de los farmacos (Figura 9), los tratamientos con diferentes
concentraciones de Metformina sobre HepG2, mostraron la mayor toxicidad de entre los
grupos con tratamiento individual. Previamente se ha observado que la via AMPK-mTOR,
la cual es de importancia en procesos de proliferacion y sobrevivencia, se encuentra
desregulada en HCC (Ferrin et al., 2020). Se ha propuesto que el mecanismo de
citotoxicidad estd relacionado con la afectacion de los complejos mitocondriales, que
como consecuencia genera la disminucion del ATP y la consecuente deprivacion
energética, ademas de la generacion de ROS mitocondriales que promueven la activacion
de AMPK, la cual inhibe el complejo mTOR-1 (Garza-Lombo et al, 2018) y conduce a
las c€lulas a la autofagia (Li et al., 2017). El proceso de autofagia es activado por el
desequilibrio en la homeostasis energética y conlleva la degradacion de diferentes
complejos y estructuras intracelulares para reestablecer el equilibrio y promover la
sobrevivencia celular. En contraste con lo anterior, la autofagia también puede conducir a
la apoptosis, mejor conocida como autofagia apoptotica. En el equilibrio entre las dos
ultimas destacan las proteinas Beclin 1, LC3 y la activacion de la via PI3K-Akt, todas las
anteriores participan en la regulacion entre la autofagia apoptdtica y autofagia de
supervivencia. Esta tltima ha sido relacionada con la activacion de la via PI3K-Akt
(Thorburn, 2008). Estudios previos con Metformina la han relacionado con la capacidad
de promover la autofagia apoptotica debido a su potencial para inhibir a Akt (Li et al.,

2017) y un efecto citotoxico incrementado al inhibir a LC3 (Tsai et al., 2017).

En cuanto a los tratamientos individuales con Sorafenib (1 uM, 2uM y 3uM) y VPA
(2mM, 4 mM y 6 mM) se observo una citotoxicidad semejante en las tres primeras
concentraciones (Figura 9A, 9B, 9C), la cual fue méas evidente en el tratamiento con VPA

8mM (Figura 9D).

Con respecto a los tratamientos en combinaciones duales, todos muestran una disminucion

altamente significativa comparada contra el tratamiento con Sorafenib. Notablemente, la
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combinacion dual Sorafenib 1 uM con 2 mM VPA y Sorafenib 2 uM con 4 mM evidencio
algunos efectos que posiblemente sean de potenciacion o sinérgicos, y que posiblemente
estén relacionados con los blancos moleculares en vias de sefializacion de los farmacos
(Anexo 2). El maximo nivel de inhibicion por efecto de la combinacion triple se observo
a partir del segundo grupo de combinaciones (Figura 9B) y hasta el Gltimo grupo de
combinaciones (Figura 9D), sin embargo, el efecto se mantuvo independientemente del
incremento en las concentraciones de los farmacos, esto posiblemente sea un efecto
antagonico. Los efectos sinérgicos o antagdnicos son el resultado de las interacciones
farmaco/proteina en las diferentes vias de sefializacion e incluso resultado de las posibles
interacciones farmaco/farmaco (Yin et al., 2014). Ademas, estos efectos son dependientes
de las variaciones en las combinaciones entre el tiempo, concentraciones (Evstratova,
Petin y Zhurakovskaya, 2018) y la relacion entre las concentraciones de los farmacos
empleados (Garcia-Fuente et al., 2018). Con base en lo anterior, se determind la naturaleza
de los efectos sobre la viabilidad a causa del tratamiento con Sorafenib-VPA-Metformina,
mediante el método Chou-Talalay (Figura 10). Se demostré que las combinaciones
Sorafenib (1, 2 y 3 uM), VPA (2, 4 y 6 mM) y Metformina (5, 10 y 15 mM) muestraron
efectos sinérgicos, mientras que la combinacion Sorafenib (4 uM), VPA (§ mM) y

Metformina (20 mM) mostr6 efectos de naturaleza aditiva (Garcia-Fuente ef al., 2018)

Para determinar el efecto del tratamiento con los firmacos en otra linea celular de
hepatocarcinoma, la linea celular murina Hepa-1 fue expuesta al tratamiento durante 48 h
con Sorafenib 2 puM, 4 mM VPA y 10 mM Metformina, de forma individual,
combinaciones duales y la combinacion triple. En la linea Hepa-1 se observaron
diferencias en la susceptibilidad a los tratamientos individuales y combinados, sin
embargo, el tratamiento triple (Figura 11A) mostr6 una disminucion en la viabilidad

celular comparable a la observada en HepG2.

Con el objetivo de determinar el efecto del tratamiento en la viabilidad de una linea celular
no cancerosa, fibroblastos dérmicos humanos fueron sometidos al tratamiento por 48 h
con Sorafenib 2 uM, 4 mM VPA y 10 mM Metformina (Figura 9B), de forma individual,

combinaciones duales y la combinacion triple. Notablemente, los grupos de tratamiento
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con Sorafenib exhibieron mayor toxicidad, comparado contra el tratamiento con VPA y
Metformina. Posiblemente esto sea debido a una particular susceptibilidad de los
fibroblastos al tratamiento con Sorafenib debido a la inhibicion de la via MAPK, via de
importancia debido a la presencia del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos y
la relacion que existe entre los fibroblastos y la falla en los mecanismos de reparacion de
estos. Hay reportes de efectos secundarios en piel de los pacientes provocados por

Sorafenib (Balagula et al., 2012).

Las diferencias anteriores podrian deberse a diferencias en los niveles basales de expresion
de enzimas del citocromo P450 entre las lineas celulares e inclusive a diferencias en la
induccion de enzimas metabolizadoras de farmacos por efecto de la especie (Donato et

al., 2003; Gerets et al., 2012).

El tratamiento con la combinacion de los farmacos redujo notablemente la migracion
observada en las células HepG2 (Figura 15). Previamente Liy col . (2020) observaron una
reduccidn en la migracion de células HepG2 tratadas con Sorafenib y determinaron una
reduccion en las proteinas Vimentina y el factor de transcripcidon Snail, asi como un
incremento en los niveles de E-caderina, las cuales son marcadores asociados con la
transicion epitelio/mesenquima. Estos marcadores han sido previamente estudiados en
células HepG2 expuestas por 48 h a VPA y se determind que el firmaco promueve la
transicion epitelio/mesenquima e incrementa la migracion aproximadamente 2.5 veces
pues los nieveles de E-caderina fueron disminuidos en contraste con los niveles de
Vimentina y Snail (Wu et al., 2016). Nuestros resultados sugieren que posiblemente el
tratamiento combinado consiga abatir la migracion inducida por efecto del VPA, sin
embargo es necesario realizar mas pruebas con los fArmacos de manera individual y sus
combinaciones dobles a fin de elucidar mas claramente la participacion de cada uno . Con
respecto a la Metformina, Ferretti y col. (2019) determinaron en modelos celulares de
HCC que la activacion de AMPK por efecto de la Metformina contribuye al desarrollo de
un fenotipo epitelial al incrementar los niveles de E-caderina y reducir los niveles de

Vimentina.
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Con respecto a la cuantificacion del nivel de expresion de VEGF, se observd una
disminucién en la cantidad de mRNA en el grupo Sorafenib, lo anterior es concordante
con los resultados obtenidos por Yao y col. (2019) quienes demostraron una reduccién en
la expresion de VEGF por efecto del tratamiento con Sorafenib. Este efecto posiblemente
sea debido a la interferencia en la via MAPK y la disminucién en la actividad de la proteina
ERK, la cual causa la reduccion en la transcripcion de VEGFE (Zhu et al., 2017). En cuanto
a los tratamientos individuales con VPA o Metformina se observd un incremento en los
niveles de expresion. A nuestro mejor conocimiento, no se ha establecido el efecto del
VPA sobre el nivel de expresion de VEGF en células de cancer hepatico, no obstante en
otras lineas celulares cancerosas, el VPA ha sido asociado con potencial para aminorar el
nivel de expresion (Zgouras ef al., 2004) a través de ERK 1/2 y PI3K-Akt (Zhao et al.,
2016), e inclusive su accion como HDACi ha sido propuesto como un mecanismo
inhibidor de HIF-1a (Yang ef al., 2014), el cual es un factor transcripcional que induce al
gen VEGF (Guo et al., 2020; Luo et al., 2014). Ademas, en un modelo in vivo implantado
con células de leucemia de Kasumi, el nivel de transcrito de VEGF fue reducido por el
tratamiento con VPA. Las diferencias observadas podrian deberse a la concentracion
utilizada, pues previamente ha sido establecido que el efecto del VPA sobre las HDAC es
dependiente de la concentracion y el tiempo, en donde a 12 h de tratamiento y 5 mM
exhibe su mayor efecto sobre la acetilacion de la histona 3, y a 16 h de tratamiento y 1-2
mM lo hace sobre la histona 4 (Gottlicher ef al., 2001). Lo anterior entonces hace evidente

que los efectos de inhibicion en las HDAC son dependientes de la dosis.

Estudios cuantitativos en células de HepG2 expuestas a 10 mM de Metformina han
mostrado un incremento en la cantidad de transcrito de VEGF (Rastegar et al., 2018).
Nuestros resultados son concomitantes con lo reportado. Posiblemente la via AMPK - p38
esté involucrada en este incremento, pues previamente se ha establecido que la activacion
de AMPK conlleva al incremento en la estabilidad del mRNA de VEGF (Ouchi, Shibata,
y Walsh 2005). Se ha propuesto que p38 puede incrementar la estabilidad del mRNA
debido un potencial para evitar la desadenilacion (Dean et al., 2003). Paradojicamente, el
farmaco Metformina ha sido previamente reportado con un potencial efecto

anticancerigeno relacionado hacia la inhibicion de la angiogénesis por los efectos que
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ejerce en el eje PI3K-Akt-mTOR-HIF-1a-VEGF-A; sin embargo, el efecto fue observado

en ratones diabéticos obesos (Kannarkatt et al., 2016).

En el tratamiento triple fue posible observar la tendencia a la disminucion en la expresion
de VEGF con respecto al tratamiento VPA-Metformina. El nivel de VEGF mostr6 valores
semejantes al grupo tratado con DMSO. El mecanismo subyacente no ha sido elucidado,
pero posiblemente el bloqueo por Sorafenib en la transduccion de sefales desde el receptor

de VEGF disminuye la activacion de ERK1/2, Akt y p38 (Yao et al., 2013).

En este estudio fue posible determinar los efectos en la viabilidad y el potencial
angiogénico de cada uno de los farmacos de forma individual y todas sus combinacionesy
concentraciones utilizadas, lo cual permitio elucidar més claramente la participacion de
cada uno de los compuestos evaluados. Ademas, fue posible determinar el tipo de
interaccion farmacologica sobre la viabilidad y el cambio en la misma por efecto de las
variaciones en las concentraciones. Este trabajo provee ademas informacion
complementaria del efecto en la viabilidad en dos modelos in vitro de particular interés en
el tratamiento con Sorafenib y para futuros estudios en un modelo in vivo. Los resultados
obtenidos por efecto de los farmacos estudiados estan libres de interaccion o induccion de
enzimas metabolizadoras por efecto de la presencia de penicilina/estreptomicina en el
medio de cultivo. Aunado a lo anterior, el inicio de los tratamientos a 48 h permitid
determinar una disminucion en la sensibilidad a los farmacos al comparar nuestros
resultados con otros ensayos no mostrados, donde los tratamientos se iniciaron 24 h

despues de la siembra.

Debido a las limitantes técnicas del ensayo con el reactivo Azul de Alamar, es necesario
recurrir a ensayos adicionales y complementarios como la citometria de flujo para
confirmar la disminucion de la proliferacion por efecto de los farmacos, asi también para
determinar el mecanismo de muerte inducido en las células. Con respecto a la
citotoxicidad mostrada por las concentraciones utilizadas en el ensayo de lesion y la
morfologia celular, no es posible discriminar con certeza la disminucion de la capacidad

migrativa, por lo que es necesario abordar cualitativamente este efecto en un ensayo de
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migracion con camara Transwell. Incluso incluir grupos con los fArmacos individualues y
las combinaciones dobles para elucidar la participacion de los mismos. Ademas, nuestro
modelo celular a pesar de haber sido reportado con perfiles de expresion del citocromo
P450 comparables a los hepatocitos humanos y formar parte de los tipos de
hepatocarcinoma descritos, muestra limitantess. Por lo anterior, es posible utilizar el
modelo celular HepaRG, el cual esta descrito con mejor semejanza al fendmeno de
hepatocarcinoma celular, y con un perfil de expresion del citocromo P450 mas semejante

hacia el observado en pacientes diagnosticados con esta malignidad.
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Conclusion

Los tratamientos con Sorafenib, VPA o Metformina administrados de forma
individual disminuyeron la viabilidad y proliferacion de forma dosis-dependiente.
Ademas, los tratamientos combinando los farmacos antes mencionados disminuyeron la
viabilidad de forma dosis-dependiente, y particularmente el tratamiento con 2 uM
Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM Metformina evidencid el mayor efecto sinérgico. La
combinacion de los farmacos, en las concentraciones mencionadas, disminuyd la
viabilidad celular de un modelo de hepatocarcinoma murino en un porcentaje comparable
al observado en células de hepatocarcinoma humano. Las células humanas no cancerosas
expuestas al mismo tratamiento mostraron una tolerancia superior al observado en células
tumorales. El tratamiento farmacoldgico combinado mostré6 una disminuciéon en la
capacidad migrativa de las células HepG2. El tratamiento farmacoldgico combinado no
afectd la expresion en los niveles de VEGF, pero si se observo una disminucion en la

expresion de este gen en el tratamiento con Sorafenib.
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Perspectivas

Para confirmar el efecto del tratamiento farmacologico combinado con 2 uM
Sorafenib, 4 mM VPA y 10 mM Metformina sobre la migracion celular es necesario
realizar un ensayo Transwell, el cual incluird grupos tratamiento individuales y
combinaciones duales de los fArmacos. Se consiera de interés evaluar si existe una relacion
entre la generacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) provocadas por los
farmacos y la induccion del arresto celular, a traves de sondas sensibles a ROS y
marcadores del ciclo celular cuantificados por citometria de flujo. Ademas, es deseable
evaluar el ciclo celular y las vias de muerte celular por efecto de este tratamiento
farmacologico combinado por medio de citometria de flujo. También, es importante la
evaluacion de las vias de sefializacion de los blancos moleculares de estos farmacos por
medio de inmunodeteccion en fase sélida usando anticuerpos especificos. Por ultimo, una
vez analizado los resultados obtenidos de los ensayos experimentales propuestos, se
podria evaluar el efecto del tratamiento farmacoldgico combinado en un modelo animal

por medio de un xenotransplante luminiscente.
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Anexo 1. Esquema experimental de este estudio.

5% CO, Ensayo azul de Alamar
100% HR  Cultivo HepG2 (curva dosis-respuesta)
3rc (DMEM) [0, 6.25, 12.5, 18.75, 25, 31.25, 37.50, 43.75 y 50 mM] = Metformina
[0, 25,5, 7.5, 10, 12,5, 15, 17.25 y 20 mM] = VPA
[0, 25,5, 7.5y 10 uM] = Sorafenib
DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
Control DMSO Sor VPA Met Sor-VPA Sor-Met VPA-Met Sor-VPA-Met

Ensayo azul de Alamar
(viabilidad y proliferacion)

™

Absorbancia 600 nm / 570 nm

B
> W

Ensayo de lesion
(migracion)

RT - qPCR a VEGFa

(angiogenesis)

TagMan -> VEGFa
Analisis por método 2-24CT

GraphPad Prism 6
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Anexo 2. Esquema de blancos moleculares de los farmacos Sorafenib

(Sor), Acido valproivo (VPA) y Metformina (Met).
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