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RESUMEN 

 
El cáncer de hígado o hepatocarcinoma es una de las principales causas de muerte en México y el 

mundo. El diagnóstico se realiza, regularmente, en etapas avanzadas, donde las opciones 

terapéuticas han demostrado una prolongación de la vida muy limitada. Actualmente el uso de la 

inmunoterapia ha proporcionado resultados alentadores sin embargo, en el ánimo de poder utilizar 

una combinación farmacológica que incrementa la tasa de sobrevida de los pacientes, es necesario 

ensayar aquellos medicamentos que han tenido algún efecto anti-oncogénico en ensayos in vitro, 

usando la combinación con el fármaco sorafenib, un inhibidor de tirosina cinasa, y que actualmente 

es el tratamiento indicado para el cáncer hepático avanzado. En este trabajo se evaluaron los efectos 

de combinar sorafenib con ácido valproico y metformina en un modelo celular de hepatocarcinoma 

y en un modelo murino xenoinjertado con células de hepatocarcinoma humano. Los métodos 

utilizados consistieron en cultivos celulares expuestos a las combinaciones farmacológicas y se 

evaluó la viabilidad, potencial proliferativo e invasivo, perfil de expresión de proteínas 

involucradas en rutas de muerte celular y blancos farmacológicos. También se evaluó el efecto del 

tratamiento combinado en un modelo animal xenoinjertado con células HepG2. Los resultados 

demostraron que la combinación incrementó la muerte celular, disminuyó el potencial proliferativo 

e invasivo de las células HepG2. Aunado a lo anterior, la combinación ocasionó la escisión de la 

caspasa 3, la poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP1) y disminuyó la fosforilación de la AKT 

serina/treonina cinasa 1 (AKT1). Los efectos de esta combinación sobre la inhibición tumoral en 

el modelo murino fueron similares a los observados en la monoterapia. Como conclusión la 

combinación farmacológica de sorafenib con ácido valproico y metformina incrementó 

significativamente la muerte de las células HepG2 en ensayos in vitro, no obstante en la masa 

tumoral de ratones xenoinjertados sus efectos permanecieron comparables a los del sorafenib. 
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ABSTRACT 

 
Liver cancer or hepatocellular carcinoma is a major cause of death in Mexico and all over the 

world. Diagnosis is often performed in advanced stages of the disease where the available 

treatments showed a very limited patient-overall life extension. Current immunotherapy-based 

research projects had shown promising results. However, in order to use a pharmacological 

combination that extends the patient-overall survival is necessary to evaluate those drugs that 

previously showed antioncogenic properties in cellular models, using the combination with 

sorafenib, a tyrosine kinase inhibitor and current standard of care for advanced hepatocellular 

carcinoma. In this work the effects of sorafenib combined with valproic acid and metformin in 

HCC cells and in a murine model xenografted with human HCC cells were evaluated. Methods 

consisted of cells exposed to drug combinations from whose viability, toxicity, proliferative and 

invasive potential, protein profile expression of death-related pathways and drug-related molecular 

targets were evaluated. The effects of this combination in a HepG2 xenografted animal model were 

also evaluated. The results showed that the combination increased cell death while migration and 

clonogenic potential of HepG2 cells were decreased. Also, drug combination increased levels of 

cleaved caspase 3 and poli-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1) along with a reduction in AKT 

serine/threonine kinase 1 (AKT1) phosphorylation. In the murine model the combination inhibited 

tumor development to levels comparable to monotherapy. As conclusion, drug combination of 

sorafenib with valproic acid and metformin had a significant effect increasing HepG2 cells death 

but this effect was not observed in tumoral mass from xenografted mice. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El hepatocarcinoma (HCC) es el tipo de cáncer más común dentro de las neoplasias con origen 

hepático. De acuerdo con el GLOBOCAN se ubica en el octavo lugar en incidencia y es el cuarto 

tipo de cáncer con mayor mortalidad a nivel mundial. En México ocupa el sexto lugar en mortalidad 

y es el décimo tipo de cáncer más común en la población (Bray et al., 2024). Las principales causas 

asociadas al desarrollo de este tipo de cáncer son las infecciones por virus hepatotrópicos causantes 

de hepatitis B o C, el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas, el consumo excesivo 

de alcohol, la diabetes, la enfermedad del hígado graso no alcohólico entre otras, que ocasionan un 

daño crónico y estimulan la proliferación descontrolada de los hepatocitos (Ho et al., 2016).  

 

El tratamiento del HCC depende del grado de desarrollo de la enfermedad, el cual está 

clasificado en 5 etapas de acuerdo con la Clínica del Cáncer de Hígado de Barcelona (BCLC). El 

sorafenib forma parte de la primera línea disponible para los pacientes diagnosticados con 

hepatocarcinoma avanzado (Reig et al., 2022). Este fármaco es un inhibidor de tirosinas cinasas 

cuya administración incrementó la sobrevida de los pacientes en aproximadamente 3 meses (Llovet 

et al., 2008). Dentro de los esfuerzos para mejorar los resultados de los tratamientos para el cáncer 

se han propuesto diferentes estrategias como el reposicionamiento farmacológico, cuyas ventajas 

incluyen la descripción previa de los efectos secundarios, además de las vías de metabolización y 

perfiles farmacocinéticos (Zamami et al., 2021). 

 

 Algunos autores han mostrado evidencia del potencial del ácido valproico y de la 

metformina para inducir la muerte celular mediante mecanismos regulados como la apoptosis 

intrínseca (Sanaei y Kavoosi, 2021; Tsai et al., 2017) o la autofagia (C. Gao et al., 2020; Ling et 

al., 2017), además de efectos antiproliferativos (Sun et al., 2015; Cai et al., 2013) inclusive inhiben 

la migración celular de las células de HCC (J. Liu et al., 2020; Hsieh et al., 2014). En los modelos 

murinos estos fármacos han demostrado potenciar los efectos antitumorales del sorafenib en 

presencia de marcadores asociados con la activación de las caspasas involucradas en la apoptosis 

(Zhu et al., 2017; Ling et al., 2017). Aunado a lo anterior diferentes estudios han demostrado el 

potencial de estos fármacos para hacer frente a la resistencia al sorafenib (Hu et al., 2023; X. Yang 

et al., 2021; Lai et al., 2020; Matsuda et al., 2014). 
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En este trabajo se evaluó el efecto de la combinación de sorafenib, ácido valproico y 

metformina sobre la muerte celular, el potencial clonogénico e invasivo de células de HCC 

humano. Además se evaluaron los niveles de expresión de 43 proteínas relacionadas con la 

apoptosis y mediante inmunoblotting se confirmó la escisión y la actividad de las caspasas 

involucradas en la apoptosis intrínseca. Mediante esta técnica se evaluaron marcadores de autofagia 

temprana y diferentes proteínas de interés involucradas en las vías de señalización intracelular. 

Además se evaluó el efecto de la combinación en machos BALB/c desnudos xenoinjertados con 

células de HCC humano y tratados durante 21 días. Al finalizar el protocolo, se midieron el 

volumen y la masa tumoral además de diferentes marcadores relacionados con la función hepática 

y renal.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Hepatocarcinoma  

 

El cáncer hepático primario es una enfermedad del hígado ubicada por el GLOBOCAN en 

el octavo lugar de incidencia y fue la cuarta causa de muerte por cáncer a nivel mundial en el 2022. 

En México se ubica en el décimo lugar en incidencia y en el sexto lugar en mortalidad (Bray et al., 

2024). Los subtipos de cáncer hepático son el colangiocarcinoma intrahepático, el combinado de 

colangiocarcinoma intrahepático y el carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (Zhou et al., 

2023). Este último destaca por una prevalencia estimada en ~ 90 % del total de cánceres hepáticos 

primarios (Kim y Viatour, 2020). 

 

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de HCC incluyen las infecciones crónicas por 

virus de hepatitis B (HVB) o C (HVC), la ingesta de alimentos contaminados con aflatoxinas, el 

alcoholismo, la diabetes y la enfermedad del hígado graso no alcohólico (Saitta et al., 2019; Petrick 

y McGlynn, 2019; Magnussen y Parsi, 2013). Esta última destaca como el principal factor de riesgo 

en México (Cisneros-Garza et al., 2022). Cabe mencionar que la cirrosis hepática ha sido observada 

en un 80 % de los pacientes diagnosticados con HCC (Desai et al., 2019) y su presencia incrementa 

el riesgo de desarrollar HCC independientemente de la etiología del mismo (Fattovich et al., 2004). 

 

A nivel mundial el desarrollo de HCC es más frecuente en hombres que en mujeres con una 

relación estimada de 4:1 (Park et al., 2015) sin embargo, en México y otros países de Latinoamérica 

es de 1:1 (Sung et al., 2021; Petrick y McGlynn, 2019). Algunos autores han sugerido un rol 

protector de los estrógenos en las mujeres (Nevola et al., 2023) en el que el papel de la interleucina 

6 es determinante durante la hepatocarcinogénesis (Naugler et al., 2007) debido a su participación 

en procesos de proliferación e inflamación (Natri et al., 2019). Los principales mecanismos 

moleculares involucrados en la hepatocarcinogénesis incluyen la reactivación de la telomerasa 

transcriptasa reversa (TERT), sobreactivación en vías de señalización como las proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK), la vía de b-catenina o la vía de la fosfatidilinositol 3 cinasa de 

clase III (PI3K). Además se han descrito mutaciones que ocasionan la perdida de función de la 

proteína tumoral 53 (TP53) o en el correpresor transcripcional 1 de RB (RB1) (Ho et al., 2016). 
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Los tratamientos disponibles para las etapas 0, A y B incluyen el trasplante de hígado, la 

resección hepática, la ablación y la quimioembolización transarterial. Aquellos casos en etapa B o 

intermedia que presentan nódulos tumorales en ambos lóbulos hepáticos, son candidatos a terapia 

sistémica. Este tipo de terapia es la única opción disponible para los pacientes en etapas C o 

avanzado. Para aquellos pacientes en etapa D o terminal se sugiere el mejor tratamiento paliativo 

disponible (Reig et al., 2022; Llovet et al., 2021). 

 

Debido a la ausencia de sintomatología en las etapas más tempranas de la enfermedad la 

mayor parte de los pacientes son diagnosticados en las etapas B y C (Park et al., 2015) lo que reduce 

el abanico de opciones terapéuticas. Para aquellos pacientes candidatos a recibir terapia sistémica, 

la primera línea de tratamientos incluye el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos hacia el 

ligando 1 de muerte celular programada también denominado PDL1 o molécula CD274 (CD274), 

hacía el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) o la proteína 4 asociada a linfocitos 

T citotóxicos (CTLA4) (Finn et al., 2020; Abou-Alfa et al., 2018). No obstante cuando el 

tratamiento con inmunoterapia no es factible, el uso de inhibidores del tipo tirosina-cinasa como el 

sorafenib esta recomendado (Reig et al., 2022). 

 

Debido a la ausencia de sintomatología en las etapas más tempranas de la enfermedad la 

mayor parte de los pacientes son diagnosticados en las etapas B y C (Park et al., 2015) lo que reduce 

el abanico de opciones terapéuticas. Para aquellos pacientes candidatos a recibir terapia sistémica, 

la primera línea de tratamientos incluye el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos hacia el 

ligando 1 de muerte celular programada también denominado PDL1 o molécula CD274 (CD274), 

hacía el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) o la proteína 4 asociada a linfocitos 

T citotóxicos (CTLA4) (Finn et al., 2020; Abou-Alfa et al., 2018). No obstante cuando el 

tratamiento con inmunoterapia no es factible, el uso de inhibidores del tipo tirosina-cinasa como el 

sorafenib esta recomendado (Reig et al., 2022). 

 

Estos grados hacen referencia a la severidad de los eventos adversos, los cuales de acuerdo 

con los criterios comunes de terminología para eventos adversos (CTCAE – versión 6) son 

clasificados en 5 niveles. El grado I incluye hasta síntomas leves que no requieren intervención, 
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mientras que los síntomas moderados o que requieren una intervención local mínima o no invasiva 

pertenecen al grado II. Aquellos síntomas que requieren hospitalización pero no representan un 

riesgo de vida inmediato o sean deshabilitantes pertenecen al grado III. Los efectos adversos cuyas 

consecuencias pongan en peligro la vida y requieran una intervención inmediata son clasificados 

como grado IV. El fallecimiento relacionado a algún evento adverso se considera grado V (National 

Cancer Institute, 2025). 

 

2.2 Carcinogénesis del HCC 

  

Estudios realizados para elucidar la etiología del HCC han identificado factores de riesgo 

que promueven el establecimiento de un microentorno celular y molecular que favorece el 

desarrollo tumoral. Tal es el caso de la infección con HBV que provoca la reactivación de la 

telomerasa transcriptasa reversa (TERT) (Totoki et al., 2014) lo que favorece la resistencia a la 

muerte celular y está asociada con un fenotipo tumoral más agresivo (Sze et al., 2021). Este 

fenotipo patológico está acompañado de otros eventos moleculares como la perdida de función de 

la proteína tumoral 53 (TP53), lo que ocasiona alteraciones en procesos esenciales como la 

reparación del DNA, regulación del ciclo celular y vías de señalización como las proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK) (Yeh et al., 2023). En el caso de HVC el establecimiento del 

entorno cirrótico y pro-tumoral son el resultado de la actividad del sistema inmune sobre los 

hepatocitos infectados (Shen et al., 2023). En estas células las proteínas virales promueven la 

expresión de oncogenes como el codificante para la telomerasa transcriptasa reversa (TERT), 

incrementan la actividad de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) asociadas con 

la proliferación celular y mediante el secuestro de supresores tumorales como la proteína tumoral 

53 (TP53) o el correpresor transcripcional 1 de RB (RB1) permiten condiciones que favorecen la 

adquisición de mutaciones (Stella et al., 2022). 

 

Otro factor comúnmente observado en pacientes con obesidad y diabetes es la enfermedad 

del hígado graso no alcohólico (Caballeria y Caballeria, 2016), la cual es el principal factor de 

riesgo para el desarrollo de HCC identificado en México (Cisneros-Garza et al., 2022). Esta 

enfermedad genera el establecimiento de un entorno cirrótico debido a la muerte de los hepatocitos 

por lipotoxicidad (Sanyal et al., 2010), el cual provoca alteraciones en la actividad de las proteínas 
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cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y el eje conformado por la fosfatidil inositol 3 cinasa de 

clase III (PI3K), AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) y la cinasa blanco mecanístico de 

rapamicina en mamíferos (MTOR) (Kutlu et al., 2018). 

 

 Por otro lado las aflatoxinas pueden formar aductos que generan mutaciones en proteínas 

críticas para el correcto funcionamiento celular, tales como la perdida de función en la proteína 

tumoral 53 (TP53) (Gouas et al., 2009) que tiene un impacto crítico sobre diferentes mecanismos 

celulares dentro de los cuales destacan la proliferación sostenida y la evasión de mecanismos de 

muerte celular regulada (Ozaki y Nakagawara, 2011). 

 

 En el caso de la hemocromatosis y el consumo excesivo de alcohol, el daño hepático ocurre 

como resultado de la acumulación de hierro o de los metabolitos del alcohol en los hepatocitos 

(Kowdley, 2004). Inclusive el acetaldehído formado durante el metabolismo del alcohol tiene 

actividad carcinogénica (Testino et al., 2014) al provocar mutaciones que promueven el 

establecimiento del entorno cirrótico y la pérdida del control proliferativo celular (Sanyal et al., 

2010). 

 

 Por otro lado, los principales genes identificados con mutaciones asociadas al desarrollo de 

HCC son la telomerasa transcriptasa reversa (TERT) con una prevalencia del 90 % de los casos, 

seguido por mutaciones los genes codificantes para la b-catenina y la proteína tumoral p53 (TP53) 

con una prevalencia del 40 al 60 %, mutaciones en el protooncogén RAS GTPasa (KRAS), en el 

factor de transcripción bHLH protooncogén MYC (MYC) y en la subunidad del factor de 

transcripción AP-1 protooncogén Fos (FOS) que ocurren en el 30 a 60 % de los casos y las menos 

frecuentes que ocurren en la proteína con dominio 1A de interacción rico en AT (ARID1A) visto 

en un 10 o 15 % y en el correpresor transcripciones 1 de RB (RB1) con menos del 5 % de los casos 

(Choi y Thung, 2023; Alqahtani et al., 2019).  

 

2.3 La vía MAPK-MAPK1 en HCC 

 

La vía conformada por las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) es utilizada 

para llevar señales del espacio extracelular hacia el interior de la célula (Dimri y Satyanarayana, 
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2020) y puede activarse en respuesta a factores de crecimiento y citocinas (Chen et al., 2019). Esta 

vía se encuentra conformada por al menos tres familias de proteínas dentro de los cuales se 

encuentra la familia de la cinasa c-jun N-terminal, la proteína activada por mitógenos 14 y la 

proteína cinasa 1 activada por mitógenos también llamada ERK (MAPK1) (Moon y Ro, 2021). 

 

La cascada de señalización de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) 

comienza en los receptores del tipo tirosina-cinasa (RTK) cuyos miembros incluyen al receptor del 

factor endotelial vascular (VEGFR), el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), el 

receptor beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), el receptor 1 del factor de 

crecimiento de fibroblastos (FGFR1), al receptor 1 del factor de crecimiento semejante a insulina 

(IGF1R), el receptor tirosina cinasa protooncogén MET (MET) y el receptor tirosina cinasa 

protooncogén KIT (KIT) (Dimri y Satyanarayana, 2020). La interacción de estos receptores con 

sus ligandos provocan cambios conformacionales que favorecen el reclutamiento de proteínas 

accesorias que activan a la superfamilia de GTPasas pequeñas Ras (RAS) mediante fosforilación. 

Esta señal es posteriormente transducida mediante una serie de fosforilaciones secuenciales que se 

dirigen hacia la familia de proteínas cinasas RAF (RAF), la actividad cinasa de la familia de cinasas 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (MEK) continua con la cascada de señalización lo que 

ocasiona la fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) (Moon y Ro, 

2021; Delire y Stärkel, 2015). La fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos 

(MAPK1) activa procesos de proliferación, angiogénesis, remodelación de la matriz extracelular 

(Y. Guo et al., 2020; Delire y Stärkel, 2015) y promueve la expresión de genes relacionados con la 

inhibición de la apoptosis a través de la interacción con la proteína de unión 1 al elemento de 

respuesta cAMP (CREB1) (Balmanno y Cook, 2009).  

 

La vía de señalización MAPK-MAPK1 es de interés debido a que presenta mutaciones en 

una amplia variedad de tipos de cáncer que incluyen al cáncer colorectal, melanoma, carcinoma 

tiroideo entre otros (Y. J. Guo et al., 2020). Esta vía se encuentra sobreactivada en al menos el 50 

% de los pacientes con HCC, por lo que ha sido considerada un blanco terapéutico (Neuzillet et al., 

2014; Hoffmann et al., 2011). Los estudios para identificar las posibles causas de la sobreactivación 

han demostrado una baja frecuencia de mutaciones puntuales en los miembros de esta cascada de 

señalización (Moon y Ro, 2021; Taketomi et al., 2013) y apuntado a los receptores RTK como los 
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principales responsables de la actividad aberrante. En particular el receptor del factor endotelial 

vascular (VEGFR) y el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) se han encontrado 

sobreexpresados en pacientes con HCC (Poon et al., 2004) lo que ha sido asociado con la 

promoción de procesos de proliferación, evasión de apoptosis, metástasis e inclusive con el 

desarrollo de resistencia farmacológica (Yang y Liu, 2017; Li et al., 2016). 

 

La inhibición de los receptores RTK y de algunos miembros de esta cascada mediante 

inhibidores farmacológicos como el sorafenib (Adnane et al., 2006 ; Wilhelm et al., 2006) es una 

de las estrategias actuales en el tratamiento del HCC avanzado (Reig et al., 2022), cuyos incremento 

en la sobrevida de los pacientes demuestra la relevancia de esta vía en la progresión y tratamiento 

del HCC. 

 

2.4 Sorafenib en HCC 

 

 El sorafenib es un inhibidor de RTK aprobado en 2005 por la FDA para el tratamiento de 

carcinoma renal (Kane et al., 2006), y en 2008 recibió la aprobación de uso para el tratamiento de 

HCC avanzado (Lang, 2008). Actualmente forma parte de la primera línea de tratamiento de 

acuerdo con la BCLC y es la opción recomendada cuando los pacientes no son candidatos a 

inmunoterapia o a tratamientos curativos como el trasplante hepático o la resección hepática (Reig 

et al., 2022). 

 

El sorafenib forma parte de la terapia dirigida conformada por fármacos con blancos 

moleculares específicos dentro de los que se encuentran el receptor del factor endotelial vascular 

(VEGFR), receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), el receptor tirocina cinasa 

protooncogén KIT (KIT), el receptor tirocina cinasa protooncogén MET (MET), el receptor 1 del 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1), al receptor tirosina cinasa 3 relacionado con FMS 

(FLT3) y otros receptores como el del protooncogén RET (RET) (Gong et al., 2017; Cervello et 

al., 2012; Gomaa et al., 2008) los cuales transducen señales intracelulares mediante la vía MAPK-

MAPK1 (Wilhelm et al., 2004). Durante los estudios de fase clínica incrementó a 10.7 meses la 

sobrevida total comparado contra 7.9 meses de los pacientes del grupo placebo. Este incremento 

de aproximadamente 3 meses (Llovet et al., 2008) aunado a la mejoría de la atención médica y el 
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uso de antivirales para HBV y HCV ha incrementado hasta 13.4 meses la sobrevida promedio de 

acuerdo con un metaanálisis (Tan et al., 2023). 

 

 Los pacientes tratados con sorafenib comúnmente desarrollan efectos secundarios que 

incluyen la reacción dérmica mano-pie, sarpullido, diarrea, nausea e hipertensión (Llovet et al., 

2008). La reacción dérmica mano-pie es el síntoma más frecuentemente observado y la severidad 

de esta reacción ha sido asociada con el incremento en la concentración en plasma del sorafenib 

(Kanbayashi et al., 2016). Algunos estudios clínicos han mostrado que el porcentaje de pacientes 

que pueden beneficiarse de los efectos del sorafenib es limitado (Cheng et al., 2009; Llovet et al., 

2008). Esta heterogeneidad en la respuesta podría deberse a diferencias en las vías de señalización, 

en los sistemas de transporte intracelular y extracelular, en los receptores diana del fármaco, en las 

enzimas metabolizadoras y a otros factores individuales como la presencia de comorbilidades y la 

edad (George et al., 2021; Cabral et al., 2020). Por otro lado el desarrollo de resistencia 

farmacológica es un factor asociado a la ineficacia del tratamiento y el consecuente abandono del 

tratamiento (P. Wang et al., 2018). 

 

Acerca de los mecanismos celulares involucrados en los efectos antitumorales del sorafenib 

aún no se han elucidado completamente, sin embargo, algunos estudios han relacionado sus efectos 

antiproliferativos y antiangiogénicos con la inhibición de vías de señalización mitogénicas 

específicamente con la vía MAPK-MAPK1 (Adnane et al., 2006). Con respecto a sus efectos sobre 

la muerte celular algunos estudios han observado la activación de mecanismos como la piroptosis 

(Hage et al., 2019), necroptosis (Liao et al., 2021) y más recientemente la ferroptosis (Guo et al., 

2023; Eum et al., 2013). La inducción de apoptosis mediada por el sorafenib ha sido observada en 

diferentes tipos de cáncer (Grossi et al., 2012; Schult et al., 2010) y ampliamente reportada en 

modelos de cáncer hepático (Sonntag et al., 2014; Fernando et al., 2012). 

 

2.5 Efectos del sorafenib en la apoptosis 

 

Actualmente se conocen dos mecanismos involucrados en la apoptosis cuya principal 

diferencia es el estímulo que los activa. La vía extrínseca de la apoptosis es activada por la unión 

del ligando del receptor de muerte en la superficie Fas (FASLG) con el receptor de muerte en la 
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superficie Fas (FAS), por el ligando del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) y su 

interacción con el miembro 1A de la superfamilia del receptor TNF (TNFRSF1A) o por la unión 

del miembro 10 de la superfamilia TNF o (TNFSF10) con el miembro 10A de la superfamilia del 

receptor TNF (TNFRSF10A). Esta interacción promueve el ensamble de un complejo formado por 

proteínas accesorias en el dominio intracelular del receptor, para formar un centro de reacción 

catalítica que permite la escisión de la procaspasa 8 durante la fase reguladora. En la fase ejecutora 

la caspasa 8 escindida activa mediante corte proteolítico a la procaspasa 3 y a la procaspasa 7 cuyas 

formas escindidas son iniciadoras irreversibles de la degradación intracelular caracterizada por la 

escisión de la poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP1), la fragmentación del DNA, el desensamble 

de estructuras de andamiaje intracelular como los microtúbulos y la membrana extracelular para 

culminar con la muerte celular (Kanehisa et al., 2025; Galluzzi et al., 2018; Duprez et al., 2009; 

Kanehisa y Goto, 2000). 

 

 A diferencia de la anterior, la forma intrínseca de la apoptosis es activada por un factor 

estresante o por una perturbación intracelular que activa la transducción de señales mediante los 

factores apoptóticos. Estos factores se encuentran constituidos por proteínas de la familia Bcl-2 

tales como el regulador de la apoptosis X asociado a BCL2 (BAX), el agonista de muerte celular 

asociado a BCL2 (BAD), el modulador de la apoptosis dependiente de p53 (PUMA), la proteína 

agonista de la muerte celular con dominio de interacción BH3 (BID), la proteína 11 semejante a 

BCL2 (BCL2L11) y otros elementos con dominios BH3 cuya función es promover la apoptosis. 

Con funciones opuestas a los anteriores están los factores asociados con un mecanismo 

antiapoptótico, tales como el miembro de la familia BCL2 regulador de apoptosis MCL1 (MCL1), 

el regulador de apoptosis BCL2 (BCL2), la proteína 1 semejante a BCL2 (BCL2L1) y la proteína 

2 semejante a BCL2 (BCL2L2) (Pihán et al., 2017; Haupt et al., 2003;). 

 

Al ocurrir una perturbación que enriquezca el perfil proapoptótico, la señal es transducida 

al regulador de la apoptosis X asociado a BCL2 (BAX) y el antagonista 1 de BCL2 (BAK1), 

posteriormente éstas se translocan a la membrana mitocondrial para dar lugar a la formación de un 

poro por el que se libera el citocromo C somático (CYCS), el cual en asociación con la caspasa 9 

y el factor 1 activador de la peptidasa apoptótica (APAF1) forman una ultraestructura denominada 

apoptosoma. El dominio catalítico del apoptosoma escinde a la caspasa 9 y genera la forma activa 



 13 

que tiene como blancos a la caspasa 3 y 7, cuya activación inicia la fase ejecutora de la apoptosis 

caracterizada por la escisión de la poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP1), la degradación del DNA 

y la ruptura de otras estructuras celulares (Kanehisa et al., 2025; Kanehisa y Goto, 2000). 

 

 Estudios realizados en diferentes tipos de cáncer han reportado que el tratamiento con 

sorafenib indujo apoptosis en líneas celulares de leucemia (Schult et al., 2010), de cáncer pulmonar 

de células pequeñas (Zhang et al., 2014), de cáncer colorectal (Grossi et al., 2012) y en modelos de 

cáncer hepático como colangiocarcinoma (Blechacz et al., 2009) y HCC (Zhu et al., 2017; Wei et 

al., 2015). Los estudios llevados a cabo sobre líneas de HCC han demostrado un enriquecimiento 

del perfil proapoptótico a nivel de RNA y de proteína (Sonntag et al., 2014; Zhao et al., 2013; 

Fernando et al., 2012). Inclusive en modelos murinos xenotransplantados con células de HCC el 

tratamiento con sorafenib ocasionó la disminución del volumen tumoral de forma dependiente de 

la concentración (Liu et al., 2006) acompañado por la activación de caspasas ejecutoras (Garten et 

al., 2019; Ling et al., 2017; Huynh et al., 2009; Liu et al., 2006). 

 

 El sorafenib modula la actividad de factores tales como TP53, el factor de transcripción 

forkhead box M1 (FOXM1) (Wei et al., 2015), el factor de transcripción 1 E2F (E2F1) (Zhai et al., 

2013) y proteínas como el transductor de señal y activador de la transcripción 3 (STAT3) (Blechacz 

et al., 2009) y la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) (Liang et al., 2017; Liu et al., 

2006). Este último factor ha sido propuesto como un marcador de respuesta al tratamiento con 

sorafenib (Liang et al., 2017) y desempeña funciones asociadas con la inhibición de la apoptosis ya 

que mediante su asociación con la proteína de unión 1 al elemento de respuesta cAMP (CREB1) 

promueve la expresión genes con funciones anti apoptóticas como el regulador de apoptosis BCL2 

(BCL2), la proteína 1 semejante a BCL2 (BCL2L1) y el miembro de la familia BCL2 regulador de 

apoptosis MCL1 (MCL1) (Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismo molecular involucrado en la inducción de apoptosis intrínseca mediada por el sorafenib y 

el ácido valproico. El incremento en la cantidad de factores proapoptóticos promueve la formación del poro 

mitocondrial lo que facilita el ensamble del apoptosoma y la escisión de las caspasas 9 y 3 durante la fase final de la 

apoptosis. Este proceso es inhibido por medio del incremento en la cantidad de factores antiapoptóticos. El sorafenib 

inhibe la transcripción de los factores antiapoptóticos mediante la inactivación de los receptores tipo tirosina-cinasa y 

la actividad de MAPK1. La actividad HDACi del ácido valproico promueve la apoptosis al favorecer la transcripción 

de genes proapoptóticos e inhibe la expresión de los factores antiapoptóticos. Imágenes creadas con BioRender. 

Abreviaturas: BAX: Regulador de la apoptosis X asociado a BCL2; BID: Proteína agonista de muerte celular con 

dominio de interacción BH3; BCL2: Regulador de la apoptosis BCL2; BCL2L1: Proteína semejante a 11; BIRC5: 

Proteína 5 con repetidos IAP baculovirales; CREB1: Proteína de unión 1 al elemento de respuesta cAMP; MAPK: 

Proteínas cinasas activadas por mitógenos; MAPK1: Cinasa activada por mitógenos 1. 

 

2.6 Autofagia y sorafenib 

 

Durante el tratamiento con sorafenib es poco frecuente observar pacientes que alcancen una 

respuesta completa y la mayoría de ellos muestran progresión de la enfermedad (Assenat et al., 
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2019). Esta progresión o falta de eficacia al tratamiento es conocida como farmacoresistencia y se 

debe principalmente a factores como la heterogeneidad genética (Cabral et al., 2020) o la 

disminución de la dosis debido a la aparición de efectos secundarios (Awada et al., 2005). Algunos 

estudios orientados a la elucidación de los procesos celulares asociados han mostrado la 

participación de la autofagia (Rodríguez-Hernández et al., 2020; Tai et al., 2013; Shimizu et al., 

2012). 

 

La autofagia es un proceso cuya actividad basal incrementa debido a perturbaciones 

intracelulares como la deprivación de nutrientes, estrés oxidativo e hipoxia. Forma parte de una 

estrategia que al reciclar organelos y otros componentes intracelulares permite a las células hacer 

frente al estrés y recuperar la homeostasis (Yu et al., 2018). Este proceso juega un papel importante 

en la progresión y tratamiento del cáncer ya que promueve el desarrollo tumoral y la adquisición 

de resistencia farmacológica. En particular el tratamiento con sorafenib induce la activación de la 

autofagia (Fischer et al., 2014) asociada con la adquisición de resistencia farmacológica en modelos 

preclínicos de HCC (Tang et al., 2020; Shimizu et al., 2012). 

 

El proceso autofágico inicia con la etapa de nucleación en el retículo endoplásmico, en la 

que gracias al reclutamiento de diferentes proteínas se conforma el omegasoma, una estructura 

compuesta por una bicapa lipídica enriquecida en fosfatidilinositol 3 fosfato (PI3P) la cual sirve de 

andamiaje para la conformación del autofagosoma. La producción comienza cuando el complejo 

Ulk que incluye a la cinasa 1 semejante a unc-51 activadora de la autofagia (ULK1) fosforila al 

complejo de la fosfatidilinositol 3 cinasa de clase III (PI3K) en la membrana celular, esta 

producción favorece el reclutamiento de diferentes factores accesorios que incluyen a las proteínas 

con dominios repetidos WD de interacción con PI3P (WIPI) (Dikic y Elazar, 2018; Yu et al., 2018). 

A continuación, las proteínas las proteínas con dominios repetidos WD de interacción con PI3P 

(WIPI), las proteínas asociadas al receptor de ácido-�-butírico, la proteína 1 de cadena ligera 

asociada a microtúbulos (LC3BI) y diferentes miembros de la familia de proteínas relacionadas a 

la autofagia forman un complejo en el retículo endoplásmico. Este complejo además de servir como 

andamiaje también promueve la conjugación de la proteína 1 de cadena ligera asociada a 

microtúbulos (LC3BI) con fosfatidil-etanolamina mediante la proteína relacionada a la autofagia 3 

(ATG3). Esta modificación permite la formación de la proteína 2 de cadena ligera asociada a 
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microtúbulos (LC3BII) durante la fase de síntesis y elongación de la membrana del autofagosoma 

(Hashemi et al., 2023; Dikic y Elazar, 2018). 

 

En esta membrana se localizan los dominios de interacción con LC3 los cuales en conjunto 

con la proteína sequestosoma 1 o p62 (SQSTM1) sirven como señalización para internalizar el 

material previamente marcado por ubiquitinación durante la fase de maduración del autofagosoma. 

Esta fase culmina con el cierre de la membrana y la consecuente fusión con el lisosoma, para dar 

lugar a la formación del autofagolisosoma, en cuyo interior las hidrolasas ácidas provenientes del 

lisosoma digieren el contenido para posteriormente ser reciclado por la célula (Dikic y Elazar, 

2018). 

 

Previamente, algunos estudios han sugerido que la modulación farmacológica de la 

autofagia es una estrategia para incrementar los efectos antitumorales de algunos fármacos al 

facilitar la inducción de apoptosis, disminuir la capacidad clonogénica y proliferativa e inclusive 

disminuir la adquisición de resistencia a tratamientos como la radioterapia (Hashemi et al., 2023). 

Actualmente se sabe que la inducción de apoptosis facilitada por la autofagia involucra a una 

compleja red de interacciones y la participación de proteínas con dominio BCL2, a la proteína 

sequestosoma 1 (SQSTM1) (Mukhopadhyay et al., 2014; Moscat y Diaz-Meco, 2009), además de 

diferentes vías intracelulares como la AMPK-MTOR, MAPK-MAPK1 y la conformada por las 

proteínas sequestosoma 1 (SQSTM1), la proteína asociada 1 Kelch semejante a ECH (KEAP1) y 

el factor de transcripción 2 NFE2 semejante a bZIP (NRF2) (Kanehisa et al., 2025; Chen et al., 

2021; Bartolini et al., 2018; Kanehisa y Goto, 2000) entre otras dependiendo del factor estresante 

(Hashemi et al., 2023). 

 

Algunos estudios previamente han demostrado que la inducción de autofagia mediante el 

uso de fármacos con actividad moduladora de la vía AMPK-MTOR (Lai et al., 2020) incluye 

efectos como la disminución de la proliferación celular (Cai et al., 2013), la inducción de apoptosis 

(Han et al., 2015) y la disminución del volumen tumoral en modelos murinos de HCC acompañados 

por la presencia de marcadores de muerte celular relacionados con la apoptosis (Zhou et al., 2023; 

Huynh et al., 2009). Aunado a lo anterior existe evidencia que muestra la resensibilización de las 

células resistentes al sorafenib (Lai et al., 2020; Zhai et al., 2014). Estos efectos muestran la 
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importancia de la señalización del conjunto mecanístico del blanco sensible a rapamicina en 

mamíferos, el cual es uno de los principales reguladores del metabolismo energético celular, 

control de la proliferación celular y actúa como un regulador negativo de la apoptosis (Ferrín et al., 

2020). 

 

2.7 La vía AMPK-MTOR-AKT1 regula la autofagia  

 

 El conjunto mecanístico del blanco sensible a rapamicina en mamíferos (mTOR) es nodo 

central de diferentes vías de señalización intracelular que actúan en respuesta a la estimulación por 

factores de crecimiento, hipoxia, deprivación de nutrientes, estrés genotóxico, oxidativo y del 

retículo endoplasmático. Este complejo multiproteíco regula procesos celulares como la 

inflamación, angiogénesis, autofagia, reorganización del citoesqueleto, síntesis de proteínas, 

mitocondrias y lípidos (Kanehisa et al., 2025; González et al., 2020; Laplante y Sabatini, 2009; 

Kanehisa y Goto, 2000). Las alteraciones en la actividad del mTOR han sido asociadas con 

desordenes neurológicos, la osteoporosis, la resistencia a la insulina, la atrofia muscular y el cáncer. 

En el cáncer la actividad aberrante del complejo mTOR puede deberse a mutaciones en genes que 

codifican para elementos reguladores por arriba de la cascada de señalización y en los genes que 

codifican para las proteínas miembros del complejo lo que incluye a la cinasa del blanco de 

rapamicina en mamíferos (MTOR) (Panwar et al., 2023; Saxton y Sabatini, 2017). En estudios 

realizados en pacientes con HCC se encontró un incremento en su expresión (Sahin et al., 2004), 

no obstante en la mayoría de los casos el incremento de su actividad se debe a las alteraciones en 

proteínas por arriba en las vías de señalización como la fosfatidilinositol 3 cinasa de clase III 

(PI3K), la proteína tumoral 53 (TP53) y otras cuya alteración resulta crucial debido a sus funciones 

como reguladores directos del mTOR como el complejo de esclerosis tuberosa (TSC) o AKT 

serina/treonina cinasa 1 (AKT1) (Matter et al., 2014). 

 

El mTOR es un complejo multiproteico conformado por dos grupos diferentes denominados 

TORC1 y TORC2. Ambos cuentan con actividad fosfotransferasa debido a la presencia de la cinasa 

del blanco de rapamicina en mamíferos (MTOR) y están conformados por la proteína asociada a 

mTOR (MLST8) y la proteína de interacción con mTOR con dominio DEP (DEPTOR) (González 

et al., 2020; Huber et al., 2011). Además de las anteriores en el TORC1 se encuentra la proteína 
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asociada reguladora del complejo mTOR 1 (RPTOR) y el sustrato 1 de AKT (AKT1S1), el cual 

regula negativamente a este complejo en respuesta a la estimulación por factores de crecimiento 

(Sancak et al., 2007). Con respecto al TORC2 en este se encuentra la proteína 1 asociada a MAPK 

(MAPKAP1) y el acompañante independiente RPTOR del complejo 2 de mTOR insensible a 

rapamicina (RICTOR). 

 

Por debajo del mTOR se conocen una variedad de blancos que son susceptibles a la 

fosforilación tales como la proteína 10 de unión al factor de crecimiento (GRB10) o lipin 1 (LPIN1) 

que participan en el metabolismo de lípidos, la proteína 1 de unión al factor eucariótico de 

iniciación de traducción 4E (EIF4EBP1) o la proteína ribosomal S6 cinasa B2 (RPS6KB2) cuyas 

funciones están relacionadas con la síntesis de ribosomas y de proteínas. Participa en la 

organización del citoesqueleto mediante la fosforilación de la proteína rodopsina (RHO), la 

proteína cinasa C gamma (PRKCG) y la proteína 1 de enlace con dominio CAP – Gly (CLIP1) 

(Kanehisa et al., 2025; Hemmings y Restuccia, 2012; Huber et al., 2011; Kanehisa y Goto, 2000). 

 

El mTOR es regulado positivamente por el homólogo Ras de unión a mTORC1 (RHEB) y 

éste a su vez es inhibido por el complejo TSC el cual esta formado por la hamartina (TSC1) y la 

tuberina (TSC2). El complejo agrupa señales que conectan al mTOR con diferentes vías de 

señalización tales como la PI3K-AKT1 o MAPK-MAPK1. Su activación mediante las proteínas 

AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) y la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) 

respectivamente, favorece la actividad asociada a los procesos de crecimiento y proliferación 

celular (Ma et al., 2005; Inoki et al., 2002). Por otro lado la proteína subunidad catalítica alfa 2 de 

la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) inhibe al mTOR de forma indirecta al activar al 

complejo TSC y de forma directa al fosforilar a la proteína asociada reguladora del complejo 

MTOR 1 (RPTOR) en el TORC1, por lo que la actividad de la subunidad catalítica alfa 2 de la 

proteína cinasa activada por AMP (AMPK) favorece la inducción de autofagia (Figura 2) (Paquette 

et al., 2021; Kim et al., 2011). 

 

La actividad del TORC1 inhibe potentemente la autofagia al prevenir la fosforilación de la 

cinasa 1 semejante a unc-51 activadora de la autofagia (ULK1) mediada por la subunidad catalítica 

alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) (Kim et al., 2011), lo que impide el 
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reclutamiento de las proteínas necesarias para la formación del omegasoma (Dikic y Elazar, 2018). 

El TORC2 se ha descrito como regulador débil de la autofagia cuyo mecanismo disminuye la 

expresión de genes relacionados con la autofagia mediante la inhibición del factor de transcripción 

forkhead box 3 (FOXO3). Por otro lado ejerce una actividad indirecta debido a que participa en un 

mecanismo de retroalimentación con AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) mediante la 

fosforilación de la serina 473 necesaria para la máxima actividad cinasa (Kumar et al., 2025) lo 

que resulta en la inhibición de la actividad del factor de transcripción forkhead box 3 (FOXO3), el 

cual modula la expresión de genes relacionados con procesos celulares como la apoptosis, autofagia 

y senescencia (Kanehisa et al., 2025; Khor y Wong, 2024; Kanehisa y Goto, 2000). 

 

La inhibición del complejo mTOR ha demostrado potencial terapéutico debido a que sus 

efectos incluyen la disminución del tamaño tumoral, de la cantidad de focos metastáticos y el 

incremento de la sobrevida en diferentes modelos pre-clínicos de HCC (Thomas et al., 2012; 

Semela et al., 2007) mediados por el eje AMPK-mTOR (El-Sewedy et al., 2023; Kim et al., 2021; 

Gao et al., 2020). Estos efectos antitumorales han sido asociados con la disminución en la expresión 

de genes antiapoptóticos y el incremento de aquellos relacionados con la autofagia (Thomas et al., 

2012). En este sentido el reposicionamiento farmacológico de la metformina es de interés, ya que 

fue descrita como inhibidor del complejo mTOR mediante la activación de la subunidad catalítica 

alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) y la inducción de la autofagia mediada por 

la inhibición del TORC1 (Ling et al., 2017; Zhai et al., 2014) (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismo molecular de señalización implicado en la regulación farmacológica de la autofagia. Las 

vías intracelulares MAPK-MAPK1 y la vía PI3K-AKT1 transducen señales desde el espacio extracelular que culminan 

con la activación del TORC1. La actividad del TORC1 inhibe la autofagia mediante la inhibición de ULK1. Por su 

parte el TORC2 disminuye la expresión de genes relacionados con la autofagia mediante la fosforilación de FOXO3 e 

incrementa la actividad cinasa de AKT1. El sorafenib, el ácido valproico y la metformina participan indirectamente en 

la regulación de la actividad del complejo mTOR mediante la modulación en la actividad de MAPK1, AKT1 y AMPK 

respectivamente. Abreviaturas: AMPK: Proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP; 

AKT1: AKT serina/treonina cinasa 1; FOXO3: Factor de transcripción forkhead box 3; MAPK: proteínas cinasas 

activadas por mitógenos; MAPK1: Cinasa activada por mitógenos 1; mTOR: Conjunto mecanístico del blanco sensible 

a rapamicina en mamíferos; PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinasa de clase III; RAS: Protooncogén RAS GTPasa; TORC1-

2: Grupos asociados a TOR 1 y 2;  ULK1: Cinasa 1 semejante a unc-51 activadora de la autofagia. 

 

2.8 Reposicionamiento farmacológico del ácido valproico y metformina en HCC 

  

Como se mencionó más arriba, algunos fármacos comercialmente disponibles en el 

mercado han sido objeto de investigación debido a su posible reposicionamiento debido a su 

actividad farmacológica. El reposicionamiento farmacológico es una estrategia que consiste en 

utilizar fármacos para tratar enfermedades distintas a las que fueron concebidos inicialmente. 
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Algunas ventajas de esta estrategia frente al diseño de novo son la reducción de costos, se cuenta 

con información acerca de los efectos secundarios (Cha et al., 2018) y de las vías de metabolización 

(Whirl-Carrillo et al., 2012). Un ejemplo de reposicionamiento exitoso es el caso del minoxidil, el 

cual fue inicialmente concebido como tratamiento oral para la hipertensión y posteriormente 

reposicionado satisfactoriamente para el tratamiento de la alopecia, ya que los efectos secundarios 

incluyen el crecimiento de cabello (Panchaprateep y Lueangarun, 2020). Otro ejemplo es la 

aspirina, cuya indicación inicial fue como analgésico y debido a sus propiedades antiinflamatorias 

fue reposicionado exitosamente en 2015 como tratamiento para el cáncer colorectal (Pushpakom 

et al., 2019). 

 

Acerca de la metformina se trata de una biguanida perteneciente a la familia de los 

rapálogos administrada oralmente e indicada en el manejo de pacientes con diabetes tipo II. Su uso 

ha sido asociado con un menor riesgo de desarrollar HCC por causas relacionadas a la diabetes 

(Cunha et al., 2020; P. Wang et al., 2012; Evans et al., 2005). Los beneficios de añadir metformina 

al tratamiento con sorafenib aún no han sido claramente elucidados. Algunos de los hallazgos 

sugieren que la combinación reduce la sobrevivencia de los pacientes (Casadei Gardini et al., 2015) 

y la administración secuencial disminuye la eficacia del sorafenib en modelos preclínicos (Harati 

et al., 2021). En contraste con esta evidencia otros hallazgos sugieren un incremento en la función 

hepática y la reducción tumoral acompañada del incremento en la sobrevida (Schulte et al., 2019). 

Inclusive la potenciación de los efectos antitumorales del sorafenib ha sido reportada 

consistentemente en modelos preclínicos (Hu et al., 2023; Siddharth et al., 2022; Tang et al., 2022; 

Lai et al., 2020; Ling et al., 2017; Hsieh et al., 2014). 

 

Con respecto al ácido valproico se trata de un fármaco cuyo uso fue aprobado para el 

tratamiento de epilepsia y es de interés en el reposicionamiento farmacológico debido a sus efectos 

epigenéticos. Este fármaco fue descrito como inhibidor de histonas desacetilasas (HDACi) con el 

potencial de modificar la expresión genética (Krämer et al., 2003; Gottlicher et al., 2001). Esta 

actividad podría ser de valor durante el tratamiento del HCC ya que los pacientes presentan perfiles 

epigenéticos aberrantes que favorecen el desarrollo de esta malignidad (Freese et al., 2019). Estos 

perfiles podrían ser modulados por el ácido valproico (Tsilimigras et al., 2018; Gao et al., 2015) el 
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cual además ha demostrado potenciar los efectos del sorafenib en modelos preclínicos de HCC (X. 

Y. et al., 2021; J. Liu et al., 2020; Zhu et al., 2017; Matsuda et al., 2014). 

 

2.9 Ácido valproico y sorafenib en HCC 

 

 La actividad HDACi del ácido valproico provoca cambios en el perfil epigenético celular 

al modificar la estructura tridimensional de la cromatina. En las células eucariotas esta estructura 

resulta del empaquetamiento del DNA, el cual se encuentra organizado rodeando a las histonas. 

Estas histonas son proteínas que son susceptibles a modificaciones postraduccionales como las 

fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones, ADP-ribosilaciones, ubiquitinaciones, lactilaciones, 

entre otras que en conjunto con otros mecanismos epigenéticos regulan la expresión genética (Hu 

et al., 2024; Bannister y Kouzarides, 2011). Las modificaciones postraduccionales son llevadas a 

cabo por diferentes enzimas de transferencia dentro de las cuales destacamos a las histonas 

desacetilasas (HDAC) por ser blanco del ácido valproico (Massumeh Sanaei y Kavoosi, 2021; Phiel 

et al., 2001). 

 

Algunos estudios acerca del rol de las HDAC en el desarrollo del HCC han relacionado su 

actividad con la inhibición de la apoptosis (Massumeh Sanaei y Kavoosi, 2021), la desregulación 

del ciclo celular, la disminución en la expresión de supresores tumorales (Wang et al., 2018; Fan 

et al., 2014), además de la inducción de angiogénesis (Qian et al., 2006) y del perfil prometastático 

caracterizado por la transición epitelio-mesenquimal (EMT) (Hu et al., 2020). Inclusive la 

sobreexpresión de las HDAC ha sido asociada con una reducción en la sobrevivencia de los 

pacientes con HCC (Freese et al., 2019). 

 

Reportes previos orientados a la elucidación del valor terapéutico de los HDACi han 

mostrado resultados alentadores en el tratamiento del cáncer (Toh et al., 2019) debido a sus efectos 

antiproliferativos (J. Zhao et al., 2018; Mandl‐Weber et al., 2010) y el aumento en la sobrevida de 

los pacientes tratados con sorafenib (Tak et al., 2018; Bitzer et al., 2016; Plumb et al., 2003). Sin 

embargo, en algunos casos se han observado efectos secundarios de grado 3 o superiores en el 5 % 

de los pacientes (Yeo et al., 2012) Estos hallazgos sugieren un potencial valor terapéutico de los 

HDACi en el tratamiento del HCC (Tsilimigras et al., 2018) y la necesidad de evaluar sus efectos. 
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 El ácido valproico es un fármaco con actividad inhibidora de las histonas desacetilasas 

(Sanaei y Kavoosi, 2021; Sun et al., 2015; Yang et al., 2014; Phiel et al., 2001) cuyos efectos 

epigenéticos han sido descritos en diferentes tipos de cáncer (Yagi et al., 2010; Milutinovic et al., 

2007; Gottlicher et al., 2001). Acerca de los efectos de este fármaco en el HCC algunos reportes 

incluyen promover un fenotipo tumoral más agresivo mediante el incremento en la actividad de 

marcadores relacionados con la transición epitelio-mesenquima (L. Wu et al., 2016) en contraste 

con otros reportes que indican la inducción de arresto celular (Yu et al., 2017; W. Yang et al., 2015) 

y la disminución de la viabilidad (Masumeh Sanaei et al., 2018) acompañada por la inducción de 

apoptosis (Masumeh Sanaei et al., 2018; Zhu et al., 2017). Este incremento en la muerte celular 

ocurre mediante la disminución en los niveles de RNA y proteína de factores antiapoptóticos como 

el regulador de apoptosis BCL2 (BCL2), la proteína 5 con repetidos IAP baculovirales (BIRC5) 

(Li et al., 2013) y BCL2L1 (J. Liu et al., 2020; Armeanu et al., 2005) aunado al incremento en los 

niveles del regulador de la apoptosis X asociado a BCL2 (BAX) (Li et al., 2013) y la proteína 

agonista de muerte celular con dominio de interacción BH3 (BID) cuya actividad favorece la 

inducción de la apoptosis (Figura 1) (Armeanu et al., 2005). El incremento en los factores 

proapoptóticos favorece la formación del poro mitocondrial y el ensamble de una ultraestructura 

llamada apoptosoma. La función de esta estructura ocurre durante la fase ejecutora y consiste en la 

activación de la caspasa 9, lo que conlleva la escisión irreversible de la caspasa 3 y culmina con la 

apoptosis (Elmore, 2007). La inhibición de las caspasas disminuyó la muerte celular ocasionada 

por el ácido valproico (W. Yang et al., 2015). 

 

Como parte de la búsqueda de un co-tratamiento para optimizar la terapia farmacológica, 

el añadir ácido valproico al tratamiento con sorafenib ha demostrado ser capaz de sobreponerse a 

la resistencia inducida mediante el factor de crecimiento transformante b (TGF-b) (Hu et al., 2023; 

Lai et al., 2020; J. Liu et al., 2020) al incrementar la citotoxicidad y la muerte celular inducida por 

el sorafenib mediante la disminución en los niveles de la AKT serina/treonina cinasa 1 y de su 

forma fosforilada en células de HCC (X. Yang et al., 2021). Esta combinación disminuye con 

mayor eficiencia el peso y el volumen tumoral comparado contra el tratamiento únicamente con 

sorafenib. Además esta combinación farmacológica no afectó negativamente el peso corporal ni 
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ocasionó daño en el tejido hepático ni renal, lo que sugiere que la combinación es bien tolerada 

(Zhu et al., 2017). 

 

2.10 Metformina y sorafenib en HCC 

 

 La metformina es un biguanida derivada de Galega officinalis utilizada para regular los 

niveles de azúcar en pacientes con diabetes tipo II (Graham et al., 2011). Esta enfermedad es 

considerada un factor de riesgo asociado al HCC (Papadakos et al., 2023; McGlynn y London, 

2011) cuya prevalencia es mayor en la población latina (Setiawan et al., 2014). Actualmente el 

valor terapéutico de la metformina es motivo de debate debido a que algunos estudios indican que 

los pacientes diabéticos que reciben este fármaco y son diagnosticados con HCC tienen un menor 

riesgo de muerte asociada al HCC (Hatia et al., 2025) por lo que se le ha sugerido con un rol 

protector (P. Wang et al., 2012), en contraste con otros autores quienes han asociado el uso de este 

fármaco con un mal pronóstico (Azit et al., 2022). 

 

 Durante la hepatocarcinogénesis algunos estudios han observado que la metformina 

provocó una tendencia a disminuir la cantidad de nódulos tumorales y el número de focos celulares 

con alteraciones morfológicas en un modelo murino de HCC. Lo anterior fue ocurrió de forma 

concomitante con el incremento en los niveles de fosforilación de la subunidad catalítica alfa 2 de 

la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) y la disminución en la actividad del mTOR (Jo et 

al., 2016; Ohno et al., 2015). Durante la elucidación de los efectos antitumorales de este fármaco 

se observó que redujo la proliferación (Cai et al., 2013), la movilidad (Ferretti et al., 2019; Y. Zhao 

et al., 2018) e incrementó la muerte celular (Y. Sun et al., 2016; Han et al., 2015) por medio de la 

activación de la autofagia (; X. Yang et al., 2021; Lai et al., 2020; S. Liu et al., 2020; Tsai et al., 

2017) mediada por la vía AMPK-mTOR en HCC (Gao et al., 2020). 

 

Los reportes previos acerca del efecto de la metformina sobre la muerte celular indican que 

la disminución de la viabilidad (Y. Zhao et al., 2018; Fujimori et al., 2015) ocurre mediante la 

activación de mecanismos de muerte celular regulada tales como la ferroptosis (Hu et al., 2023), 

piroptosis (Liu et al., 2023), apoptosis (Li et al., 2020; Sun et al., 2016; Qu et al., 2012) y de 

autofagia (Gao et al., 2020; Ling et al., 2017; Tsai et al., 2017). El proceso autofágico inicia con la 



 25 

activación de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK) y la posterior inhibición del mTOR resulta de particular interés en el tratamiento del HCC 

ya que incrementa los efectos antitumorales del sorafenib (Lai et al., 2020; Chung et al., 2018; Ling 

et al., 2017). 

 

Los estudios que han profundizado en los mecanismos de apoptosis y autofagia indican que 

ocurren con la activación de la subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK). El estudio realizado por Qu y colaboradores (2012) mostró que la proteína 5 con 

repetidos IAP baculovirales (BIRC5) con función antiapoptótica y sus niveles de mRNA, 

disminuyeron de forma dosis dependiente al tratamiento con metformina. Este efecto fue mediado 

por la activación de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK) cuya transducción de señales mediante el mTOR redujo la fosforilación de la proteína 

ribosomal S6 cinasa B2 (RPS6KB2) (Qu et al., 2012). La activación por fosforilación de la proteína 

subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) (Yang et al., 2018; 

Sun et al., 2016) está mediada por la serina/treonina cinasa 11 (STK11) también conocida como 

LKB1 (Chen et al., 2013), y posteriormente por la inhibición del TORC1 (Lu et al., 2021) de forma 

dependiente de la concentración (Gao et al., 2020). Además, la metformina induce la expresión de 

genes involucrados en la autofagia de forma dependiente de la proteína subunidad catalítica alfa 2 

de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) (Chung et al., 2018), incrementa los niveles de 

fosforilación de la cinasa 1 semejante a unc-51 activadora de la autofagia (ULK1) (Hong et al., 

2022), disminuye los niveles de sequestosoma 1 (SQSTM1) (Del Campo et al., 2018), ocasiona un 

incremento de autofagosomas (Yang et al., 2018; Ling et al., 2017) y del flujo autofágico (Tsai et 

al., 2017; Kim et al., 2011), además de disminuir el volumen tumoral en los modelos preclínicos 

de HCC (Ling et al., 2017; J. Li et al., 2015). No obstante los efectos de la metformina aún son 

motivo de debate ya que existen reportes que sugieren que la activación de la autofagia depende de 

las diferencias en los niveles basales de autofagia presentes en los modelos de estudio (H. Yang et 

al., 2015). 

 

Acerca del tratamiento combinado de sorafenib con metformina, Ling y colaboradores 

(2017) reportaron un incremento en la muerte celular mediante la inducción de la apoptosis 

intrínseca y de la autofagia mediada por la activación de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de 
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la proteína cinasa activada por AMP (AMPK). Durante la evaluación de los efectos de esta 

combinación en un modelo murino los autores indicaron que no observaron perdida de peso 

asociada con el tratamiento combinado acompañado de un incremento en la inhibición del 

crecimiento tumoral. Durante la evaluación de los tejidos provenientes de los xenoinjertos se 

observó un incremento de células positivas para la tinción por TUNEL y para la forma escindida 

de la caspasa 3, además de la reducción en el marcador de proliferación Ki-67. La elucidación del 

mecanismo molecular de señalización reveló que la combinación de sorafenib y metformina redujo 

la fosforilación de AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) y la proteína cinasa 1 activada por 

mitógenos (MAPK1) de forma más eficiente que la monoterapia (Ling et al., 2017). En otro 

estudio, se observó un efecto sinérgico en la inhibición tumoral, además de haber demostrado que 

son dependientes de la secuencia de administración (Harati et al., 2021). Este incremento en los 

efectos ha sido consistentemente observado en otros estudios de combinación (Tang et al., 2022; 

Chung et al., 2018; Hsieh et al., 2014). Aunado a lo anterior, el tratamiento combinado con 

metformina podría superar la resistencia al sorafenib mediante la activación de la autofagia 

mediada por la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) 

(Lai et al., 2020). 

 

Como se mencionó anteriormente, el valor terapéutico de la metformina en el tratamiento 

del HCC con sorafenib aún no ha sido esclarecido completamente. Algunos estudios han reportado 

una menor incidencia y mortalidad de los pacientes (Cunha et al., 2020 ; Fujita et al., 2016), en 

contraste con otros estudios que muestran la disminución de la sobrevida y el tiempo libre de 

progresión de los pacientes diabéticos tratados con metformina y que recibieron sorafenib (Casadei 

Gardini et al., 2015). Se ha sugerido estos fenómenos podrían deberse a factores tales como la 

interacciones entre fármacos derivadas de los tiempos de administración (Harati et al., 2021), 

aunado a la etapa de desarrollo del HCC, en conjunto con la presencia y duración de comorbilidades 

como la diabetes (Hatia et al., 2025; Schulte et al., 2019; P. Wang et al., 2012). 

 

Por lo tanto con la evidencia anterior en este trabajo nos enfocamos en evaluar si la 

combinación de ácido valproico y metformina puede incrementar los efectos antitumorales del 

sorafenib en un modelo preclínico de hepatocarcinoma humano.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (HCC) es una enfermedad cuya incidencia 

y mortalidad se ubica dentro de los diez primeros lugares a nivel mundial. Debido a la falta de 

síntomas durante las etapas tempranas de desarrollo, el hepatocarcinoma es regularmente detectado 

en estados intermedios o avanzados lo que limita las opciones de tratamiento disponibles para los 

pacientes. Actualmente los tratamientos de primera línea disponibles incluyen la terapia sistémica 

con sorafenib, cuyos efectos incrementan en aproximadamente 3 meses la sobrevida de los 

pacientes. Con la intención de buscar incrementar la tasa de efectividad farmacológica y con ello 

la de sobrevida de los pacientes, es necesario evaluar combinaciones farmacológicas con efectos 

sinérgicos con el sorafenib como una estrategia para el tratamiento contra el HCC.  
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4. HIPÓTESIS 

 

La combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina induce la muerte celular en un 

modelo de cáncer hepático in vitro, y disminuye el volumen tumoral de un xenotransplante de 

hepatocarcinoma humano en un modelo preclínico. 
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5. OBJETIVOS 

 

General 

Þ Evaluar el efecto del tratamiento combinado de sorafenib, ácido valproico y 

metformina en un xenotransplante de hepatocarcinoma.  

 

Particulares 

Þ Determinar el efecto del tratamiento combinado sobre la muerte celular, 

proliferación e invasión en un modelo in vitro de hepatocarcinoma humano. 

Þ Cuantificar el nivel de expresión de proteínas relacionadas con la muerte celular por 

efecto del tratamiento farmacológico combinado. 

Þ Determinar el estado de activación de blancos moleculares de interés en la ruta de 

señalización intracelular por efecto del tratamiento farmacológico combinado. 

Þ Evaluar el tamaño tumoral de un xenotransplante de hepatocarcinoma en un modelo 

preclínico por efecto del tratamiento farmacológico combinado. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Reactivos 

 

 El medio de cultivo DMEM alta glucosa (#11965092), el suero fetal bovino (#26140079) y 

los aminoácidos no esenciales (#11140050) fueron adquiridos en Gibco (Grand Island, NY, E.U.). 

El piruvato de sodio (#11501871) y el matrigel (#356234) fueron adquiridos en Corning (Corning, 

NY, E.U.). El sorafenib (#10000964), la metformina (#13118) y la mitomicina C (#11435) fueron 

adquiridos en Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, E.U.). El ácido valproico (#P4543), el 

paraformaldehído (#158127), el xileno (#95672), la hematoxilina de Harris (#HHS32-1L), la 

eosina (#2853), la parafina (#327212) y el DMSO (#D8418) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich 

(Saint-Louis, MO, E.U.). El alcohol etílico desnaturalizado 40 B J.T. Baker (#9014-03) fue 

adquirido en Fisher Scientific (Massachusetts, E.U.). EL medio de montaje Richard-Allan 

Scientific (#4111) fue adquirido en Thermo Scientific (Massachusetts, E.U.). Los anticuerpos 

primarios dirigidos hacia la caspasa 3 y caspasa 3 escindida (#9692), caspasa 9 y caspasa 9 

escindida (#9502), poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP1) (#9542), proteínas 1 y 2 de cadena 

ligera asociadas a microtúbulos (LC3BI, LC3BII) (#4108), sequestosoma 1 SQSTM1 (#5114), 

gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (#2118), AKT serina/treonina cinasa 1 

fosforilada (p-AKT1) (#9271), subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK) (#2532) fueron adquiridos en Cell Signaling (Danvers, MA, E.U.). Los anticuerpos 

dirigidos hacia AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) (#ab8805), la proteína cinasa 1 activada por 

mitógenos MAPK1 (#ab17942), y la proteína cinasa 1 activada por mitógenos fosforilada (p-

MAPK1) (#ab17942) fueron adquiridos en Abcam (Cambridge, R.U.) Los estándares de proteína 

(#500-0202) y el reactivo Quick Start Bradford Reagent 1´ (#500-0205) fueron adquiridos en 

BioRad (Hercules, CA, E.U.). 

6.2 Stock de sorafenib 

 

El sorafenib fue resuspendido en DMSO y permaneció a - 20 ºC hasta su uso. El volumen 

máximo de DMSO usado en el cultivo celular fue inferior al 0.1 %. El sorafenib fue mezclado con 
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DMEM y administrado en los ensayos celulares a 2 µM y a 10 mg / kg en una mezcla de 40 % 

agua, 40 % fructosa y 20 % miel en el modelo murino.  

  

6.3 Stock de ácido valproico y metformina 

 

El ácido valproico y la metformina fueron resuspendidos en agua desionizada estéril. 

Ambas soluciones fueron preparadas y administradas en fresco. El ácido valproico y la metformina 

fueron mezclados con DMEM y administrados en los ensayos celulares a 4 mM y 10 mM 

respectivamente. En el modelo murino cada uno de los fármacos fue administrado a 200 mg / kg. 

 

6.4 Línea celular 

 

La línea celular HepG2 (#HB-8065) fue adquirida de ATCC (Manassas, VA, E.U) y 

cultivada en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 1 % de aminoácidos no 

esenciales y 1 % de piruvato de sodio. Las células fueron incubadas a 37 °C, 5 % CO2 y 100 % de 

humedad relativa. Los pases celulares se realizaron al 80 % de confluencia.  

 

6.5 Citometría de flujo 

 

La determinación de la muerte celular se realizó mediante una citometría de flujo con el kit 

Annexin V-FITC Apoptosis Staining/Detection Kit (Abcam, Cambridge, R.U.) siguiendo las 

instrucciones de proveedor. Se sembraron 2.8 ´ 105 células HepG2 en placas de seis pozos y se 

incubaron durante 48 h en las condiciones previamente mencionadas. Posteriormente las células 

fueron expuestas a 0.02 % de DMSO, 2 µM de sorafenib y 2 µM de sorafenib en combinación con 

4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina e incubadas durante 48 h sin remplazo de medio. 

Al termino del tratamiento el medio de cultivo fue recolectado y las células fueron tripsinizadas y 

centrifugadas (1,000 RPM – 5 min) junto con el medio de cultivo recolectado previamente. Se 

descartó el sobrenadante y el pellet celular fue lavado dos veces con PBS. A continuación 500 µL 

de buffer de unión, 5 µL de anexina V y 5 µL de yoduro de propidio fueron añadidos 
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secuencialmente a las muestras y la reacción fue incubada cubierta de la luz durante 5 min a 

temperatura ambiente. Se recolectaron los datos provenientes de 10,000 eventos con los filtros para 

FITC y PE en el citómetro FACS Canto II Flow System (BD, Erembogeden, Bélgica). Las células 

positivas para anexina V y anexina V / yoduro de propidio fueron consideradas en el análisis de 

muerte. 

 

6.6 Ensayos de clonogenicidad 

 

Para la determinación de la formación de clonas por efecto del tratamiento farmacológico 

combinado, 2.8 ´ 105 células HepG2 fueron sembradas por pozo en una placa de seis pozos e 

incubadas durante 48 h. Posteriormente las células fueron tratadas con 0.02 % de DMSO como 

vehículo, 2 µM de sorafenib o con 2 µM de sorafenib combinado con 4 mM de ácido valproico y 

10 mM de metformina durante 48 h. Al finalizar el tratamiento las células fueron tripsinizadas y 3 

´ 104 células resembradas en una placa de seis pozos y, posteriormente incubadas durante trece 

días en las condiciones descritas más arriba. Al término de la incubación, las células fueron lavadas 

dos veces con PBS, fijadas durante 10 min con metanol al 100 % y teñidas con solución de cristal 

violeta al 1 % por 10 min. Posteriormente, se realizaron dos lavados con agua bidestilada y las 

placas se dejaron secar a temperatura ambiente. La cuantificación del número de colonias se realizó 

mediante cuenta manual. Aquellas colonias que por proximidad no fue posible diferenciar 

individualmente fueron contadas como una. 

 

6.7 Ensayo de invasión en Transwell  

 

Se realizó la determinación del número de células invasivas mediante ensayos en cámaras 

Transwell de 6.5 mm recubiertas con matrigel y un tamaño de poro de 0.8 µm, siguiendo las 

instrucciones de proveedor. Se sembraron 2.8 ́  105 células HepG2 en placas de seis pozos y fueron 

incubadas por 48 h en las condiciones previamente descritas. Posteriormente, las células fueron 

tratadas con 0.02 % de DMSO, 2 µM de sorafenib y 2 µM de sorafenib combinado con 4 mM de 

ácido valproico y 10 mM de metformina durante 48 h. Al termino del tratamiento, las células fueron 
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tripsinizadas y 3.2 ´ 104 células vivas fueron resuspendidas en 100 µL de DMEM libre de suero y 

colocadas en cámaras Transwell, previamente recubiertas con 200 µg / µL de matrigel disuelto en 

DMEM libre de suero. En la parte inferior de la cámara, se añadió DMEM suplementado con 20 

% de suero fetal bovino como quimioatrayente y las células fueron incubadas durante 24 h en las 

condiciones descritas más arriba. Al finalizar la incubación, las células del interior de la cámara 

fueron removidas con un hisopo humedecido y las cámaras fueron lavadas dos veces con PBS. 

Después las células fueron fijadas durante 10 minutos con metanol frío al 100 % y teñidas por 10 

minutos con solución de cristal-violeta al 1 % en PBS. Al concluir la tinción se realizaron dos 

lavados con agua destilada y las cámaras fueron secadas a temperatura ambiente. Las células fueron 

contadas manualmente y aquellas células en las que por proximidad no fue posible diferenciarlas 

individualmente, fueron contadas como una. 

 

6.8 Microarreglo de anticuerpos para apoptosis humana (Human apoptosis antibody array)  

 

 Se realizó la cuantificación de las proteínas relacionadas con la apoptosis con el kit Human 

Apoptosis Antibody Array (Cat.#134001) (Abcam, Cambridge, R.U.), siguiendo las instrucciones 

de proveedor. Se sembraron 1.6 ´ 106 células HepG2 en placas de 100 mm y fueron incubadas por 

48 h. Posteriormente fueron expuestas a 0.02 % de DMSO, 2 µM de sorafenib o 2 µM de sorafenib 

combinado con 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina por 24 h. Como control positivo 

se incluyó un tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C. Al término del tratamiento, las células 

fueron recuperadas de las placas mediante remoción mecánica y centrifugadas junto con el medio 

de cultivo (1000 RPM – 5 min – 4 ºC). A continuación, se descartó el sobrenadante y el pellet 

celular fue lavado una vez con PBS frío y las células fueron lisadas con buffer de lisis 1´ 

suplementado con inhibidor de proteasas 1´ en agitación (60 RPM – 30 min – 4 ºC). A 

continuación, las muestras fueron centrifugadas (14,000 RPM – 10 min – 4 ºC) y se recuperó el 

sobrenadante conteniendo las proteínas. Posteriormente las membranas previamente bloqueadas 

con buffer de bloqueo 1´ (60 RPM – 30 min) y muestras fueron cuantificadas mediante el reactivo 

de Bradford. A continuación 400 µg de proteína total resuspendidos en 1.2 mL de buffer de bloqueo 

1´ se añadieron a cada una de las membranas las cuales fueron incubadas durante la noche en 

agitación (200 RPM – 4 ºC). Al día siguiente se realizaron 3 lavados (60 RPM – 5 min) y un lavado 
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extendido (60 RPM – 30 min) con buffer de lavado 1 al 1´. A continuación, se realizaron dos 

lavados (60 RPM – 5 min) con buffer de lavado 2 al 1´ y las membranas fueron incubadas con 1 

mL de buffer de bloqueo 1´ suplementado con coctel anti-citosinas 1´ durante la noche (200 RPM 

– 4 ºC). Al término de la incubación, se realizaron 3 lavados con buffer de lavado 1 al 1´ (60 RPM 

– 5 min), seguido por 2 lavados con buffer de lavado 2 al 1´ (60 RPM – 5 min). Las membranas 

fueron incubadas en agitación (60 RPM – 2 h) a temperatura ambiente con 2 mL de buffer de 

bloqueo 1´ suplementado con HRP-estreptavidina 1´. Finalmente, las membranas fueron lavadas 

nuevamente 3 veces con buffer de lavado 1 al 1´ y 2 veces con buffer de lavado 2 al 1´ (60 RPM 

– 5 min). Por último, las membranas fueron incubadas por 2 minutos con buffer de detección y 

fotodocumentadas en el equipo ChemiDoc XRS + System (BioRad, CA, E.U.). El procesamiento 

de las imágenes fue llevado a cabo con el plug-in Protein Array Analyzer en ImageJ.  

 

6.9 Extracción de proteína total e inmunoblotting 

 

Para comparar el nivel de expresión de diferentes proteínas relacionadas con los 

mecanismos de muerte y sobrevivencia, 8 ´ 106 células HepG2 fueron sembradas en placas de 60 

mm e incubadas por 48 h. Posteriormente las células fueron tratadas con 0.02 % de DMSO, 2 µM 

de sorafenib o 2 µM de sorafenib combinado con 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina 

durante 24 h, en las condiciones de incubación previamente descritas. A continuación, las células 

fueron recolectadas mecánicamente y centrifugadas (1000 RPM – 5 min – 4 ºC) junto con el medio 

de cultivo. El pellet fue lavado dos veces con PBS frío y posteriormente lisado con buffer RIPA 

(#89901) (ThermoFisher, MA, E.U.) adicionado con inhibidor de proteasas cOmplete™ (Roche, 

Manheim, Alemania), inhibidor de fosfatasas 2 (#P5226) y 3 (#P0044) (Sigma-Aldrich, MO, E.U.) 

durante 30 min en hielo. Al término de la lisis, las muestras fueron centrifugadas (14,000 RPM – 

15 min – 4 ºC) y los sobrenadantes almacenados a – 80 ºC hasta su uso. Se realizó la cuantificación 

de las muestras con el reactivo Quick Start Bradford Reagent 1´ y 70 µg de proteína fueron 

separados mediante SDS-PAGE en geles al 7.5 %, 10 % o 15 %. Las condiciones de la 

electroforesis fueron 80 V constantes en el gel concentrador y 110 V constantes en el gel separador. 

Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a una membrana de PVDF de 0.2 µm (BioRad, 

CA, E.U.) en cámara semiseca durante 1 h a 10 V constantes. A continuación las membranas fueron 
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colocadas en agitación (60 RPM – 1 h) y, bloqueadas con 5 % de leche desnatada disuelta en PBS 

durante 1 h a temperatura ambiente. Después, se retiró el bloqueo y las membranas fueron 

incubadas toda la noche en agitación (60 RPM – 4 ºC) con anticuerpo primario resuspendido en 

leche desnatada al 1 % disuelta en PBS durante la noche. Al día siguiente las membranas se lavaron 

tres veces con PBS-T en agitación (60 RPM) durante 5, 10, y 15 minutos, respectivamente. Al 

término, las membranas fueron incubadas en agitación (60 RPM – 4 h) a temperatura ambiente con 

anticuerpo secundario (1:10,000) resuspendido en leche desnatada al 1 % disuelta en PBS-T. Al 

finalizar la incubación, las membranas fueron lavadas tres veces con PBS-T en agitación constante 

(60 RPM) durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente. Se realizó la detección mediante 

quimioluminiscencia con el reactivo SuperSignal™ (#34580) (ThermoFisher, MA, E.U.) en el 

equipo ChemiDoc XRS + System (BioRad, CA, E.U.) y las imágenes fueron procesadas en ImageJ. 

Los datos se representan como las medias  ± desviación estándar de tres experimentos 

independientes. 

 

6.10 Xenotransplante de HepG2 en un modelo murino 

 

Ratones macho BALB/c desnudos de cuatro a seis semanas de edad fueron adquiridos del 

Centro de Investigación y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, fueron 

mantenidos en instalaciones libres de patógenos y recibieron alimento y agua ad libitum. Los 

procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con la norma oficial (NOM-062-ZOO-1999) y 

aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del 

Tecnológico de Monterrey (2024-017) y por el Comité Nacional de Investigación Científica del 

Instituto Mexicano del Seguro Social (Registro R-2021-785-090). Los procedimientos fueron 

realizados por el Core Lab Unidad de Investigación Preclínica del Tecnológico de Monterrey, 

entidad acreditada por la SENASICA. 

 

Los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos: ratones expuestos al vehículo, 

el grupo tratado con sorafenib y el grupo expuesto a la combinación de sorafenib, ácido valproico 

y metformina, como se detalla más abajo.  
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Veinticinco machos recibieron un injerto subcutáneo en la parte superior derecha del dorso 

con 5 × 105 células HepG2 resuspendidas en matrigel diluido 1:1 en DMEM libre de suero. Cuando 

el tumor alcanzó ~100 mm3, los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos y 

recibieron 200 µL de una mezcla de 40 % agua, 40 % fructosa y 20 % miel como vehículo (n = 7), 

10 mg / kg / día de sorafenib (n = 9) o combinado con 200 mg / kg /día de ácido valproico y 200 

mg / kg /día de metformina (n = 9), durante 21 días. El desarrollo tumoral fue monitoreado dos 

veces por semana con el ultrasonido Marshall M9 Doppler Ultrasound (Vitalmed, Ciudad Juárez, 

CHIH, México) y los ratones fueron pesados tres veces por semana. Al día 21, se recolectaron 

muestras de sangre y los ratones fueron eutanizados con sevofluorano. Posteriormente, la masa 

tumoral y otros tejidos fueron recolectados y mantenidos en paraformaldehído al 4 % o congelados 

en nitrógeno líquido. El volumen tumoral fue estimado siguiendo la formula (d2) x (D/2) donde d 

representa el diámetro más corto y D representa el más largo.  

 

6.11 Bioquímica sanguínea. 

 

Las muestras sanguíneas fueron analizadas siguiendo las instrucciones de proveedor. 

Brevemente, 600 µL de sangre fueron obtenidos mediante punción cardiaca y posteriormente 

centrifugados (1500 RPM). Posteriormente 200 µL de suero fueron colocados en discos de análisis 

y leídos en el equipo Skyla VB1 analyzer (Skyla Corporation, Hsinchu, Taiwan). 

 

6.12 Histoquímica 

 

Inmediatamente después de la eutanasia, muestras representativas de la masa tumoral de 

cada uno de los tratamientos fueron fijadas en paraformaldehído, posteriormente procesadas y 

analizadas por el Core Lab Unidad de Investigación Preclínica del Tecnológico de Monterrey. 

Brevemente, los tumores fueron colocados en una solución de paraformaldehído al 4 % y se 

mantuvieron en fijación por 24 h. Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas en soluciones 

de etanol creciente al 70 %, 80 %, 96 % y 100 %, tratadas con xileno en un procesador automático 

de tejidos Leica Biosystems TP1020 (Wetzlar, Hesse, Alemania) y finalmente embebidas en 

parafina. 
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Los cortes se realizaron con un microtomo Leica Biosystems RM2235 (Wetzlar, Hesse, 

Alemania) con un grosor de 4 µm. Todos los cortes histológicos se colocaron en portaobjetos 

previamente tratados con poli-lisina FisherbrandTM SuperfrostTM Plus Microscope Slides (#12-

550-15) (Fisher Scientific, Massachusetts, E.U.). Para el estudio morfológico de los cortes 

histológicos se derritió la parafina en el horno a 60 ºC durante 40 min y las muestras se 

desparafinaron con xileno. Posteriormente las muestras se hidrataron en concentraciones de etanol 

decrecientes y a continuación se incubaron 20 seg con hematoxilina de Harris, se retiró el exceso 

de colorante y luego se incubaron en eosina durante 3 min. Después, tras eliminar el exceso de 

colorante, las muestras fueron lavadas en alcohol ácido y deshidratadas con soluciones de etanol 

en concentraciones crecientes. Posteriormente las muestras fueron pasadas por xileno y colocadas 

en un portaobjetos con el medio de montaje Richard-Allan Scientific (#4111) de Thermo Scientific, 

(Massachusetts, E.U.) y un cubreobjetos. Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio EVOS 

M5000 ThermoFisher Scientific (Massachusetts, E.U.). 

 

6.13 Análisis estadísticos 

Los datos provenientes de los ensayos de muerte celular, de clonogenicidad, de expresión 

de proteínas con el kit Human Apoptosis Antibody Array, de invasión celular, inmunoblotting, 

química sanguínea, peso y volumen tumoral ex vivo fueron analizados con ANOVA de una vía 

acoplada a la prueba de comparación de Tukey. Los datos correspondientes a las mediciones 

tumorales por ultrasonido fueron analizados con ANOVA de dos vías con comparación múltiple 

de Tukey. La significancia estadística se consideró cuando la p £ 0.05.  
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7. RESULTADOS 

 
7.1 Determinación de muerte celular y clonogenicidad de células HepG2 tratadas la 

combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina 

 

Con la finalidad de evaluar si la combinación de 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido 

valproico y 10 mM de metformina (SVM) incrementa la muerte celular, las células fueron tratadas 

durante 48 h y posteriormente 10,000 eventos fueron evaluados mediante citometría de flujo. Como 

control positivo, las células fueron tratadas con 10 µg / mL de mitomicina C durante 48 h, un 

inductor de apoptosis intrínseca (Kumari et al., 2009; I. C. Park et al., 2000). Las células positivas 

para anexina V y anexina V / yoduro de propidio, fueron consideradas para la cuantificación. 

 

Se observó un 35 ± 0.57 % de muerte celular en las células expuestas solamente al medio 

de cultivo. Al añadir DMSO al tratamiento este porcentaje incrementó a 36 ± 0.95 %. La adición 

de 2 µM de sorafenib al tratamiento ocasionó un 43 ± 0.84 % de células positivas, lo que representa 

un incremento del 6 % en la muerte celular comparado contra las células tratadas con DMSO. En 

las células que fueron tratadas con el combinado SVM la muerte celular fue de 74 ± 0.30 % , lo 

que representa un incremento del 31 % comparado contra las células tratadas solamente con 

sorafenib (Figura 3A y 3B). Cuando las células fueron tratadas con mitomicina C, el porcentaje de 

muerte celular incrementó a 92 ± 0.33 %.  

 

Para determinar si el SVM es capaz de disminuir el potencial proliferativo de las células 

HepG2, las células fueron pretratadas por 48 h con el combinado farmacológico y sometidas a 

ensayos de clonogenicidad durante 13 días (Figura 3C y 3D). En las células expuestas solamente 

al medio de cultivo se cuantificaron 1,436 ± 96 colonias y, al añadir DMSO al tratamiento se 

cuantificaron 1,332 ± 177 colonias. Cuando las células fueron tratadas con 2 µM de sorafenib se 

cuantificaron 936 ± 129 colonias, lo que representa una reducción del 29 % en la clonogenicidad 

comparado contra el tratamiento con DMSO. En el grupo tratado con SVM se cuantificaron 540 ± 

51 colonias, lo que representa una reducción del 65 % del potencial proliferativo comparado contra 

el DMSO y, un incremento del 36 % en los efectos antiproliferativos del sorafenib. 
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Figura 3. Muerte celular y evaluación de clonogenicidad en células HepG2 tratadas con sorafenib, ácido 

valproico y metformina. Imágenes representativas de los ensayos de citometría de flujo (A, B) y de clonogenicidad 

(C, D). Las células fueron expuestas al tratamiento con 2 µM de sorafenib o 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido 

valproico y 10 mM de metformina (SVM). Como control positivo se incluyó un tratamiento con 10 µg / mL de 

mitomicina C. Los datos representan la media ± desviación estándar de tres replicas independientes y fueron analizados 

mediante ANOVA de una vía. *: p < 0.05, **: p < 0.01. Abreviaturas: SVM: combinación de sorafenib con ácido 

valproico y metformina. 

 

7.2 Efecto del tratamiento con SVM sobre la invasión de las células HepG2 
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Con la finalidad de determinar si el tratamiento con SVM reduce el potencial invasivo de 

las células HepG2, se realizaron pretratamientos por 48 h y las células fueron resembradas en 

cámaras Transwell recubiertas con matrigel. Como control positivo se utilizó DMEM 

suplementado con 20 % de suero fetal bovino.  

 

En el control negativo las células HepG2 no recibieron quimioatrayente y se cuantificaron 

7 ± 2 células. Al añadir 20 % de suero fetal bovino el número de células incrementó a 175 ± 85. El 

pretratamiento con 2 µM de sorafenib redujo el número de células a 114 ± 44, lo que representa 

una reducción del 34 % comparada contra el control positivo. En las células que fueron pretratadas 

con 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina se cuantificaron 60 ± 39 

células, lo que representa una tendencia a la reducción calculada en 65 % comparada contra el 

control sin tratamiento (Figura 4A y 4B) y una tendencia al incremento del 47 % en los efectos del 

pretratamiento con sorafenib.  

 

  
 

Figura 4. Determinación del potencial invasivo de células HepG2 por efecto del SVM. Imágenes representativas 

de ensayos Transwell (A, B). Las células pretratadas con DMSO fueron resembradas sin suero fetal (control -) o en 

Sorafenib Control + SVMControl -

Contro
l -

Contro
l +

Sora
fe

nib
SVM 

0

100

200

300

N
úm

er
o 

de
 c

él
ul

as

*

A

B



 41 

medio de cultivo con 20 % de suero fetal bovino como quimioatrayente (control +). Las células pretratadas con 2 µM 

de sorafenib o 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina (SVM) fueron resembradas en 

presencia del quimioatrayente. Los datos representan la media ± desviación estándar de tres réplicas independientes y 

fueron analizados mediante ANOVA de una vía. *, p < 0.05. Abreviaturas: SVM: combinación de sorafenib con ácido 

valproico y metformina. 

 

7.3 Efecto del tratamiento con SVM sobre proteínas involucradas en muerte celular y 

autofagia en células HepG2 

  

Con la finalidad de elucidar la participación del mecanismo de apoptosis en la muerte 

celular por efecto del tratamiento con SVM, las células HepG2 fueron tratadas durante 24 h y 

posteriormente mediante el kit Human Apoptosis Antibody Array, se cuantificaron por 

densitometría los niveles de expresión de 43 asociadas con la apoptosis. Como control positivo se 

incluyó el tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C. 

Se encontraron cambios significativos en 11 de las proteínas evaluadas (Tabla 1), en 

contraste en las 32 proteínas restantes involucradas en la apoptosis, no se observaron efectos 

significativos (Figura S1).  

 

Tabla 1. Proporción de cambio de proteínas modificadas por efecto del tratamiento con SVM 

en células HepG2. 

   Proporción de cambio 

Abreviatura Nombre Función 
SVM vs 

Sorafenib 
Sorafenib 
vs DMSO 

IGF1 Factor de crecimiento semejante a insulina 1 Inhibición - 0.39 NS 
IGF2 Factor de crecimiento semejante a insulina 2 Inhibición - 0.49 NS 

sTNFRSF1A Forma soluble del miembro 1A de la superfamilia 
del receptor TNF Inhibición - 0.52 NS 

CDKN1A Inhibidor de la ciclina dependiente 1A Inducción - 0.28 NS 
BIRC5 Proteína 5 con repeticiones IAP baculovirales Inhibición - 0.41 NS 
BIRC7 Proteína 7 con repeticiones IAP baculovirales Inhibición - 0.18 NS 

BCL2L11 Proteína 11 tipo BCL2 Inducción - 0.42 + 1.27 
BCL2 Regulador de la apoptosis Inhibición - 0.24 NS 

DIABLO Proteína mitocondrial diablo de unión a IAP Inducción - 0.41 NS 
HSPB1 Miembro 1 de la familia B de proteínas de choque 

térmico Inhibición - 0.41 + 0.41 
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- Caspasa 8 Inducción - 0.6 NS 
  NS: No significativo; SVM: combinación sorafenib, ácido valproico y metformina. 

 

Se observó una reducción del 39 % y del 49 % en los niveles de los factores de crecimiento 

semejante a insulina 1 (IGF1) y 2 (IGF2) respectivamente en las células tratadas con la 

combinación SVM comparado contra el tratamiento con 2 µM de sorafenib (Figura 5A y 5B). 

Aunado a lo anterior en el tratamiento con SVM los niveles de la forma soluble del miembro 1A 

de la superfamilia del receptor TNF (sTNFRSF1A) disminuyeron en 52 % comparado contra las 

células tratadas únicamente con sorafenib (Figura 5C).  

 

Además en las células tratadas con SVM se observó una disminución del 28 % y 41 % en 

los niveles del inhibidor de la ciclina dependiente 1A (CDKN1A) (Figura 5D) y en la proteína 5 

con repetidos IAP baculovirales (BIRC5) respectivamente (Figura 5E). Aunado a lo anterior se 

observó la disminución del 18 % y 42 % en la proteína 7 con repetidos IAP baculovirales (BIRC7) 

(Figura 5F) y en la proteína 11 tipo BCL2 (BCL2L11) (Figura 5G) con respecto a las células 

tratadas con sorafenib. Cabe mencionar que el tratamiento únicamente con sorafenib incrementó 

1.27 veces los niveles de la proteína 11 tipo BCL2 (BCL2L11) con respecto al DMSO. 

 

En el regulador de la apoptosis BCL2 (BCL2) el tratamiento con SVM redujo los niveles 

en 24 % (Figura 5H) y en 33 % los niveles de la proteína mitocondrial diablo de unión a IAP 

(DIABLO) (Figura 3J) con respecto al tratamiento con 2 µM de sorafenib. Se observó un 

incremento del 41 % en el miembro 1 de la familia B de proteínas de choque térmico (HSPB1) 

ocasionado por el tratamiento con 2 µM de sorafenib, en contraste con la disminución del 41 % 

observada al añadir ácido valproico y metformina a la mezcla (Figura 5J). La combinación 

farmacológica ocasionó una reducción del 60 % en los niveles de la caspasa 8 con respecto a 

aquellos por efecto del sorafenib (Figura 5K). 
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Figura 5. Efecto del tratamiento con 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina en 

proteínas relacionadas con la vía de apoptosis. Imágenes representativas de la cuantificación por densitometría de 

los niveles de expresión de las proteínas IGF1 (A), IGF2 (B), sTNFRSF1A (C), CDKN1A (D), BIRC5 (E), BIRC7 

(F). Se muestran también las proteínas BCL2L11 (G), BCL2 (H), DIABLO (I), HSPB1 (J) y la caspasa 8 (K). Los 

datos fueron normalizados al DMSO y representan la media ± desviación estándar. Estos datos fueron analizados 

mediante ANOVA de una vía. *, p < 0.05 **, p < 0.01. Abreviaturas: IGF1: Factor de crecimiento semejante a insulina 

1; IGF2: Factor de crecimiento semejante a insulina 2; sTNFRSF1A: Forma soluble del miembro 1A de la superfamilia 

del receptor TNF; CDKN1A: Inhibidor de la ciclina dependiente 1A; BIRC5: proteína 5 con repetidos IAP 

baculovirales; BIRC7: Proteína 7 con repetidos IAP baculovirales; BCL2L11: BCL2 semejante a 11; BCL2: Regulador 
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de la apoptosis BCL2; DIABLO: Proteína mitocondrial diablo de unión a IAP; HSPB1: Miembro 1 de la familia B de 

proteínas de choque térmico; SVM: Combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina. 

 

Con la finalidad de confirmar el potencial mecanismo involucrado en la muerte celular 

durante el tratamiento con SVM, las células fueron tratadas con 2 µM de sorafenib o con la 

combinación de 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina por 24 h y 

posteriormente se realizó un inmunoblotting dirigido a diferentes proteínas involucradas en la 

apoptosis y en la etapa temprana de la autofagia.  

 

El tratamiento con 2 µM de sorafenib ocasionó una tendencia al incremento del 52 % en 

los niveles de la caspasa 9. Al añadir 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina los niveles 

se redujeron un 65 % comparado con aquellos niveles en las células tratadas con la monoterapia 

con 2 µM de sorafenib. Esta reducción fue más evidente en el tratamiento con 10 µg / mL de 

mitomicina C, ya que redujo en 90 % los niveles de la forma nativa de la caspasa 9 (Figura 6A y 

6G). Cabe mencionar que el tratamiento con 2 µM de sorafenib ocasionó una tendencia al 

incremento del 24 % en los niveles de la forma escindida de la caspasa 9, cuyos niveles fueron 

comparables a aquellos por efecto del SVM (Figura 6A y 6H). Acerca de la caspasa 3 la tendencia 

al incremento ocasionada por el tratamiento con 2 µM de sorafenib fue evidente con un alza del 20 

% en los niveles de esta proteína, los cuales no mostraron cambios significativos por efecto del 

tratamiento con SVM. En el tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C los niveles de la caspasa 

3 se redujeron un 48 % comparado también contra las células expuestas a 2 µM de sorafenib (Figura 

6B y 6I) 

 

La forma activa de la caspasa 3 no fue detectable en las células tratadas con el vehículo ni 

en aquellas tratadas con 2 µM de sorafenib. Cuando se combinaron los fármacos fue posible 

detectar la presencia de la caspasa 3 escindida y se observó un incremento de 1.5 veces en sus 

niveles cuando las células fueron tratadas únicamente con 10 µg / mL de mitomicina C (Figura 6B 

y 6J). Aunado a lo anterior el tratamiento con 2 µM de sorafenib incrementó 34 % la poli ADP 

ribosa polimerasa 1 (PARP1) comparado contra el control. Sin embargo al combinar 2 µM de 

sorafenib con 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina los niveles de esta proteína 

permanecieron comparables al control. Cuando las células fueron tratadas con 10 µg / mL de 
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mitomicina C los niveles de la poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP1) se redujeron en 93 % 

comparado contra el control (Figura 6C y 6K). Los niveles de esta proteína escindida no fueron 

detectados en el control ni en el tratamiento con 2 µM de sorafenib. Cuando este fármaco fue 

combinado ocasionó la escisión de la poli ADP ribosa polimerasa 1 (PARP1) la cual fue detectada 

también en el tratamiento con 10 mM de metformina. En el tratamiento con 10 µg / mL de 

mitomicina C los niveles de la forma escindida mostraron un incremento del 77 % con respecto a 

aquellos en el control (Figura 6C y 6L). 

 

 Con respecto a los niveles de los marcadores moleculares relacionados con la autofagia, se 

incluyó un tratamiento con 10 mM de metformina como control positivo. El tratamiento con 2 µM 

de sorafenib no modificó los niveles de la proteína sequestosoma 1 (SQSTM1). No obstante añadir 

4 mM ácido valproico y 10 mM metformina ocasionó un incremento no significativo del 48 % con 

respecto a los niveles por efecto de 2 µM de sorafenib. Al tratar a las células con 10 µg / mL de 

mitomicina C se observó un incremento del 50 % y cuando fueron tratadas con 10 mM de 

metformina los niveles de esta proteína se acumularon 2.94 veces, con respecto al control (Figura 

6D y 6M). Cuando se determinaron los niveles de la proteína 1 de cadena ligera asociada a 

microtúbulos (LC3BI) no observaron cambios por efecto del tratamiento con 2 µM de sorafenib ni 

por efecto del combinado SVM. Esta tendencia se mantuvo inclusive en el tratamiento con 10 mM 

de metformina, el cual no modificó los niveles de la proteína. A diferencia de los anteriores el 

tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C ocasionó un incremento de 7 veces en los niveles de 

la proteína 1 de cadena ligera asociada a microtúbulos (LC3BI) (Figura 6E y 6N). Con respecto a 

la proteína 2 de cadena ligera asociada a microtúbulos (LC3BII) el tratamiento con 2 µM de 

sorafenib no modificó significativamente los niveles de esta proteína con respecto al tratamiento 

con DMSO. Aunado a lo anterior en el tratamiento SVM esta proteína permaneció en niveles 

comparables con el tratamiento con 2 µM de sorafenib, lo cual también fue observado en el 

tratamiento únicamente con 10 mM de metformina. En contraste con estos resultados el tratamiento 

con 10 µg / mL de mitomicina C ocasionó un incremento de 5 veces en los niveles de acumulación 

de la proteína 2 de cadena ligera asociada a microtúbulos (LC3BII) con respecto al DMSO (Figura 

6E y 6O). 
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Figura 6. Niveles de expresión de proteínas relacionadas con la apoptosis y la autofagia en células HepG2 

tratadas con sorafenib, ácido valproico y metformina. Imágenes representativas de ensayos de detección en fase 

sólida y los análisis por densitometría de los niveles de expresión de la caspasa 9 (A, G), caspasa 9 escindida (A, H). 

Caspasa 3 (B, I), caspasa 3 escindida (I, J) PARP1 nativa (C, K), PARP1 escindida (C, L). Se muestra además SQSTM1 

(D, M), LC3BI (E, N), LC3BII (E, O). La detección de GAPDH (F) fue usado como control para la normalización de 

carga proteica. Las células fueron expuestas a 2 µM de sorafenib o 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 

mM de metformina (SVM). Los datos representan la media ± desviación estándar y fueron analizados mediante 

ANOVA de una vía. *, p < 0.05 **, p < 0.01. Abreviaturas: PARP1: Poli ADP-ribosa polimerasa 1; LC3BI y BII: 

Proteínas 1 y 2 asociadas a microtúbulos cadena ligera 3; SQSTM1: Sequestosoma 1; GAPDH: Gliceraldehído 3 

fosfato deshidrogenasa; SVM: Combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina. 
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7.4 Efecto del SVM sobre moléculas involucradas en la señalización farmacológica de las 

células HepG2 

 

Con la finalidad de evaluar la potencial vía de señalización involucrada en el tratamiento 

combinado las células fueron expuestas a la mezcla de 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico 

y 10 mM de metformina por 24 h, y posteriormente se realizó la inmunodetección en fase sólida 

de la proteína AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1), la proteína cinasa 1 activada por mitógenos 

(MAPK1) y sus formas fosforiladas además de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína 

cinasa activada por AMP (AMPK) las cuales están involucradas en la vía de señalización 

farmacológica. Estas proteínas son blancos intracelulares de interés por su relevancia en el 

mecanismo de acción farmacológico. Fueron seleccionadas con base en las modificaciones 

reportadas por efecto de las combinaciónes de sorafenib con ácido valproico o con metformina.  

 

 En el tratamiento con 2 µM de sorafenib se observó una acumulación no significativa del 

27 % en los niveles de la proteína AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1), con respecto al 

tratamiento control con DMSO. Aunado a lo anterior al añadir 4 mM de ácido valproico y 10 mM 

de metformina, los niveles de esta proteína fueron comparables a aquellos ocasionados con 2 µM 

de sorafenib (Figura 7A y 7E). Inclusive los niveles de la forma fosforilada permanecieron sin 

cambios en las células tratadas con 2 µM de sorafenib comparado contra las células tratadas con 

DMSO. Al combinar 2 µM de sorafenib con 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina los 

niveles de la proteína AKT serina/treonina cinasa 1 fosforilada (p-AKT1) disminuyeron 67 % 

comparado contra la monoterapia con 2 µM de sorafenib. Una reducción del 59 % en los niveles 

de fosforilación de la proteína AKT serina/treonina cinasa 1 fosforilada (p-AKT1) fue observada 

en el tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C comparado contra el tratamiento con DMSO 

(Figura 7A y 7F). 

 

 Acerca de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1), el tratamiento con 2 µM 

de sorafenib mostró una tendencia a incrementar de forma no significativa los niveles de esta 

proteína con una acumulación del 37 %. Aunado a estos resultados, en el tratamiento combinado 

los niveles permanecieron comparables a aquellos en el tratamiento con 2 µM de sorafenib. 
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Inclusive los niveles de esta proteína por efecto del tratamiento con 10 mM de metformina son 

comparables al SVM. Por otro lado, el tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C mostró niveles 

comparables a los del control con DMSO (Figura 7B y 7G) . Con respecto a la forma fosforilada 

de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1), el tratamiento con 2 µM de sorafenib 

ocasionó una ligera acumulación que no fue significativa comparado contra el DMSO. Los niveles 

por efecto del combinado SVM no mostraron diferencias con respecto a la monoterapia con 2 µM 

de sorafenib o con DMSO. El tratamiento con 10 µg / mL de mitomicina C incrementó 69 veces la 

forma fosforilada de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1) (Figura 7B y 7H). 

Con respecto a los niveles de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada 

por AMP (AMPK), nuevamente el tratamiento con 2 µM de sorafenib tendió a incrementar un 24 

% la presencia de esta proteína, a diferencia de los tratamientos SVM o 10 µg / mL de mitomicina 

C, los cuales mostraron niveles semejantes a los vistos en el grupo DMSO. Esta tendencia a la 

acumulación fue mayor en las células expuestas a 10 mM de metformina en donde se observó un 

aumento no significativo del 34 %, con respecto a las células tratadas con DMSO (Figura 7C y 7I). 
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Figura 7. Señalización intracelular por efecto del tratamiento con sorafenib, ácido valproico y metformina en 

células HepG2. Imágenes representativas y análisis por densitometría de AKT1 (A, E), p-AKT1 (A, F), MAPK1 (B, 

G), p-MAPK1(B, H) y AMPK (C, I). La proteína GAPDH fue utilizada como control de carga (D). Las células fueron 

tratadas con 2 µM de sorafenib o 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina (SVM). Los 

datos representan la media de la densidad normalizada ± desviación estándar y fueron analizados mediante ANOVA 

de una vía. **, p < 0.01. Abreviaturas: AKT1: Serina/treonina cinasa 1; p-AKT1: Serina/treonina cinasa 1 fosforilada; 

MAPK1: Cinasa 1 activada por mitógenos; p-MAPK1: Cinasa 1 activada por mitógenos fosforilada; AMPK: proteína 

subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP; GAPDH: Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa; 

SVM: Combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina. 

 

7.5 Efecto de la combinación de sorafenib con ácido valproico y metformina en un modelo 

murino de HCC humano 

 

Con la finalidad de determinar si la combinación farmacológica podría incrementar los 

efectos del sorafenib, ratones macho desnudos xenotransplantados con la línea HepG2 fueron 

aleatorizados en tres grupos y tratados durante 21 días como se detalla en Material y Métodos. 
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Brevemente, el grupo control fue tratado con el vehículo (n = 7), otro grupo que fue expuesto a 

sorafenib (n = 9) y un tercer grupo de ratones tratados con la mezcla de tres fármacos SVM (n = 

9). Durante el protocolo no se observaron cambios en el peso de los ratones por efecto de los 

tratamientos (Figura S2). El tumor no desarrolló metástasis ni alcanzó un tamaño deshabilitante. 

Las mediciones por ultrasonido mostraron que todos los grupos presentan una tendencia al 

incremento del volumen tumoral. En particular en el grupo expuesto a SVM se observó un volumen 

tumoral promedio de 6,318 ± 2,934 mm3 (Figura 8A), el cual se estimó que fue 2.74 veces mayor 

que el volumen promedio del grupo control estimado en 2,304 ± 2,103 mm3. El volumen tumoral 

promedio del grupo tratado con sorafenib fue de 2,655 ± 2,583 mm3 lo que corresponde a un 

incremento de 1.58 veces comparado contra el control.  

 

Las evaluaciones de los especímenes tumorales ex vivo no mostraron diferencias en la 

estructura del tejido tumoral ni presencia de tejido necrótico (Figura S3). Se estimó un volumen 

tumoral de 388 ± 275 mm3 en el grupo tratado con el vehículo, en el grupo tratado con sorafenib 

fue de 373 ± 101 mm3 y de 396 ± 275 mm3 en el grupo tratado con la combinación (Figura 8B). 

No se encontró diferencia en el peso tumoral el cual fue de 0.21 ± 0.05 g en el control, de 0.19 ± 

0.04 g en los ratones expuestos a sorafenib y de 0.18 ± 0.05 g en aquellos tratados con SVM (Figura 

8C). Los hallazgos durante la necropsia mostraron lesiones gastrointestinales en uno de los ratones 

tratados con sorafenib y en cinco de los que fueron tratados con la combinación. 

 

Los análisis de las muestras sanguíneas mostraron un incremento en la relación sodio 

potasio (Na+ / K+) por efecto del tratamiento con sorafenib acompañado por una disminución en la 

fosfatasa alcalina (ALP). Al añadir ácido valproico y metformina a la combinación con sorafenib 

se restauraron los niveles Na+ / K+ e incrementaron los iones de calcio (Ca+2) y fosfato (PO43-) 

(Figura S2). 
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Figura 8. Efecto del tratamiento con sorafenib, ácido valproico y metformina en un modelo murino 

xenoinjertado con células de HCC humano. Machos desnudos de la cepa BALB/c fueron tratados con una mezcla 

de aceite de maíz, fructosa y miel como vehículo (grupo control), recibieron 10 mg / kg / día de sorafenib (grupo 

Sorafenib) o la combinación de 10 mg / kg / día de sorafenib, 200 mg / kg / día de ácido valproico y 200 mg / kg / día 

de metformina (grupo SVM). (A) Representación gráfica del desarrollo tumoral. Los datos representan la media ± 

desviación estándar y fueron analizados mediante ANOVA de dos vías. Los gráficos de violín representan (B) volumen 

tumoral y (C) el peso tumoral ex vivo. Los datos representan la media ± desviación estándar y fueron analizados 

mediante ANOVA de una vía. Se muestran los cuartiles (líneas punteadas) y las medias (líneas continuas). 

Abreviaturas: SVM: Combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina. 
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8. DISCUSIÓN 

 

El HCC permanece como una enfermedad prevalente en la población mundial a pesar de 

que los programas de prevención y de vacunación han disminuido la incidencia de casos de HCC 

relacionados con HBV (Cao et al., 2022 ; Flores et al., 2022), otros factores como el HCV, la 

enfermedad del hígado graso no alcohólico y el consumo excesivo de alcohol han mostrado una 

tendencia al incremento en años recientes (Kim, 2024). De acuerdo con la Clínica del Cáncer de 

Hígado de Barcelona los tratamientos para el HCC avanzado incluyen la inmunoterapia con 

combinados de anticuerpos como atezolizumab-bevacizumab o durvalumab-tremelimumab. Estos 

anticuerpos han demostrado su eficacia terapéutica con tasas de supervivencia global superiores a 

las del sorafenib y tienen como blancos a las proteínas CD274 y VEGFR (Finn et al., 2020) o a 

CD274 y CTLA4 respectivamente (Abou-Alfa et al., 2022). Aquellos pacientes que debido a 

factores como la función hepática, la presencia de hipertensión o de enfermedades autoinmunes 

entre otros riesgos vasculares no son candidatos a recibir inmunoterapia, cuentan con otras 

opciones disponibles dentro de la primera línea de tratamiento como el sorafenib (Reig et al., 2022). 

Aunado a lo anterior, aquellos pacientes tratados con sorafenib tienen una media de sobrevivencia 

de 10.7 meses comparado contra 7.9 meses en los pacientes que recibieron el placebo. Los efectos 

secundarios comúnmente observados incluyen hipertensión, diarrea y la reacción mano-pie (Llovet 

et al., 2008). Con la finalidad de incrementar los efectos del tratamiento con sorafenib es necesario 

evaluar los efectos de las moléculas con posible relevancia terapéutica. En este sentido, el ácido 

valproico y la metformina son dos fármacos de interés para su reposicionamiento farmacológico 

en HCC humano, cuyo potencial como coadyuvantes del sorafenib fue evaluado en este trabajo. 

En términos generales la combinación incrementó los efectos del sorafenib en las células de HCC 

y fue bien tolerada en el modelo animal, aunque sus efectos en el desarrollo tumoral fueron 

comparables al tratamiento con sorafenib. La posterior elucidación del mecanismo molecular 

mostró la participación de la AKT serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1). 

 

En este estudio se evaluaron los efectos de combinar sorafenib, ácido valproico y 

metformina (SVM) en células HepG2, mediante una relación de dosis fija. Los resultados 

demuestran que añadir ácido valproico y metformina incrementó la muerte celular y disminuyó el 

potencial clonogénico de las células de HCC humano comparado contra el tratamiento únicamente 
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con sorafenib. Estos resultados concuerdan con el reporte de Zhu y colaboradores (2017) quienes 

observaron que añadir de ácido valproico al tratamiento con sorafenib ocasionó un incremento del 

6 % en la muerte celular con respecto al tratamiento únicamente con sorafenib (Zhu et al., 2017). 

Por otro lado Ling y colaboradores (2017) demostraron un incremento de hasta el 10 % en la muerte 

celular en diferentes líneas de HCC al añadir metformina al tratamiento con sorafenib (Ling et al., 

2017). Estudios llevados a cabo en células de HCC resistentes al sorafenib han reportado 

incrementos de hasta el 66 % en la muerte celular al añadir ácido valproico al tratamiento con 

sorafenib (X. Yang et al., 2021; J. Liu et al., 2020). Inclusive la resistencia al sorafenib inducida 

por el factor transformante 1 b (TGFB1) puede ser sobrepasada si se añade ácido valproico al 

tratamiento, mediante un mecanismo que involucra la disminución en la fosforilación de la proteína 

cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1) y en la AKT serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1) 

(Matsuda et al., 2014). 

 

Previamente se demostró el efecto antiproliferativo del sorafenib en diferentes tipos de 

células de HCC (Cervello et al., 2012), el cual ocurre acompañado de la disminución en la 

fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1) (Liu et al., 2006). Este 

efecto antiproliferativo también ha sido reportado acompañado por el incremento en el porcentaje 

de muerte celular y en los niveles de poli-ADP-ribosa 1 (PARP1) escindida (Garten et al., 2019). 

Otros estudios han observado la inducción del arresto celular enmarcado por la supresión en la 

fosforilación de la AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) y de la proteína 1 de unión al factor 

eucariótico de iniciación de traducción 4E (EIF4EBP1) en células de leucemia (Schult et al., 2010). 

El sorafenib inhibe el desarrollo tumoral mediante el bloqueo de receptores de superficie celular 

que transducen señales a través de la vía de las MAPK lo que ocasiona una disminución en los 

niveles de fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (MAPK1) como lo 

demuestran las biopsias tumorales en modelos murinos y en los pacientes tratados con sorafenib 

(Adnane et al., 2006; Wilhelm et al., 2004). Aunado a lo anterior, un estudio llevado a cabo en un 

modelo murino de cáncer de colón no encontró inhibición de la actividad de la proteína cinasa 1 

activada por mitógenos (MAPK1), lo que sugirió la presencia de otras vías de señalización 

involucradas en la inhibición tumoral observada (Wilhelm et al., 2004). En modelos clonogénicos 

el sorafenib inhibió la expansión clonal en ~ 30 % y al combinarlo con metformina la inhibición 

alcanzó ~ 75 % (Ling et al., 2017). Aunado a lo anterior, el tratamiento con ácido valproico suprime 
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la expansión clonal de células de HCC resistentes al sorafenib en ~ 60 % y actúa en sinergismo con 

las propiedades antiproliferativas del sorafenib al suprimir la expansión clonal hasta ~ 90 % (J. Liu 

et al., 2020). Estos efectos coinciden con los resultados obtenidos en este ensayo en los que se 

observó que el tratamiento con sorafenib suprimió en 34 % la formación de colonias, aunado al 

incremento de los efectos al añadir ácido valproico y metformina a la mezcla, los cuales 

disminuyeron en 65 % el potencial clonogénico de las células HepG2. 

 

 Además de los efectos sobre la muerte celular y la proliferación, el sorafenib inhibe el 

proceso de invasión (Ha et al., 2015) con efectos que alcanzaron una reducción del 75 % en distintas 

líneas celulares de HCC humano cuando las células fueron tratadas con 6 µM de sorafenib (Wei et 

al., 2015). En este aspecto el tratamiento con 2 µM de sorafenib redujo un 34 % el número de 

células invasivas. Este efecto incrementó en 47 % cuando las células fueron tratadas con la mezcla 

de 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido valproico y 10 mM de metformina. Algunos estudios previos 

reportaron disminuciones en la migración celular por efecto del ácido valproico e inclusive 

potencian los efectos del tratamiento con sorafenib, mediante un mecanismo que disminuyó la 

presencia de marcadores moleculares involucrados en la transición epitelio mesenquimal (J. Liu et 

al., 2020). Este efecto reductor también fue reportado previamente en un modelo celular de 

colangiocarcinoma hepático (J. Wang et al., 2018). Aunado a lo anterior la metformina también 

disminuyó la capacidad migrativa e invasiva de diferentes líneas celulares de HCC. Este efecto 

estuvo caracterizado por la reducción de los niveles de RNA y proteína de la metaloproteinasa 9, 

además de la fosforilación de la proteína cinasa activada por mitógenos 1 (MAPK1), sin embargo 

no afectó los niveles de fosforilación de la AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) (Hsieh et al., 

2014). Cabe mencionar que la administración concomitante de sorafenib con metformina 

disminuyó mas eficientemente el número de células invasivas, lo que sugiere que la metformina 

podría incrementar los efectos del sorafenib (Siddharth et al., 2022). Aunado a lo anterior la 

administración concomitante de sorafenib con metformina incrementó la inhibición de la 

metástasis pulmonar en un 50 %, comparado contra el tratamiento únicamente con sorafenib en un 

modelo xenoinjertado con células de HCC humano (You et al., 2016). En particular un estudio 

reportó que el sorafenib podría tener un efecto contrario ya que el sorafenib incrementó el número 

de células invasivas. No obstante, añadir metformina al tratamiento suprimió este efecto al activar 

a la subunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK) y ocasionar la 
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disminución de la proteína 2 que interactúa con la proteína Tat del VIH-1 (HTATIP2) (Guo et al., 

2016). 

 

 Diferentes estudios han evaluado los potenciales mecanismos moleculares involucrados en 

los efectos de las combinaciones del ácido valproico y la metformina con sorafenib (Franco-Juárez 

et al., 2024) sin embargo, los mecanismos involucrados en la combinación de los tres fármacos, 

permanecen pendientes por elucidarse. Con respecto a los mecanismos involucrados en el 

tratamiento con sorafenib se ha reportado la activación de la piroptosis en macrófagos asociados a 

HCC (Hage et al., 2019), la inducción de ferroptosis (Dixon et al., 2014; Louandre et al., 2013) 

además de la autofagia (Q. Yang et al., 2021; Fischer et al., 2014; Tai et al., 2013; Shimizu et al., 

2012) y la apoptosis (Q. Yang et al., 2021; Garten et al., 2019; Kong et al., 2014; Zhao et al., 2013; 

Fernando et al., 2012; Liu et al., 2006). 

 

8.1 Mecanismos involucrados en los efectos de la combinación de sorafenib con ácido 

valproico. 

 

La disección del mecanismo molecular involucrado en los efectos de la combinación de 

sorafenib con ácido valproico mostró que diferentes proteínas de la familia BCL2 asociadas con 

mecanismos antiapoptóticos tales como la proteína 1 semejante a BCL2 (BCL2L1), el regulador 

de apoptosis BCL2 (BCL2) y proteína 5 con repetidos IAP baculovirales también conocida como 

survivina (BIRC5) mostraron una reducción en sus niveles en contraste con el incremento en 

miembros con actividad proapoptotica como el antagonista 1 de BCL2 (BAK1) y el regulador de 

la apoptosis X asociado a BCL2 (BAX) además de la escisión de la poli-ADP- ribosa polimerasa 

1 (PARP1) (J. Liu et al., 2020 ; Zhu et al., 2017). La posterior elucidación de las vías de 

señalización mostró que la combinación redujo los niveles del inhibidor de la ciclina dependiente 

1A (CDKN1A) y del receptor notch 3 (NOTCH3) aunado a una disminución en la fosforilación de 

la AKT serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1) (Zhu et al., 2017) y de la proteína cinasa 1 activada por 

mitógenos (p-MAPK1) (Matsuda et al., 2014). Inclusive en células resistentes al sorafenib se 

observó que esta combinación puede resensibilizar al tratamiento con sorafenib mediante la 

reducción de la proteína 5 con repetidos IAP baculovirales (BIRC5) y el receptor notch 1 

(NOTCH1) (Q. Yang et al., 2021; J. Liu et al., 2020). 
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Los estudios llevados a cabo por Zhu y colaboradores (2017) en ratones xenoinjertados con 

una línea celular de HCC tratados por 21 días con sorafenib, ácido valproico y la combinación de 

ambos, mostraron que la combinación disminuyó de forma más eficiente la masa tumoral mediante 

la activación de las caspasas 9, 3 y de la poli-ADP- ribosa polimerasa 1 (PARP1). Además la 

combinación no ocasionó perdida de peso ni alteraciones morfológicas en la estructura del hígado 

o de los riñones de acuerdo con la evaluación histológica. Inclusive, los niveles de alanin-

transferasa y de nitrógeno ureico no fueron diferentes al control lo que sugiere la preservación de 

la función hepática y renal (Zhu et al., 2017). 

 

 Esta combinación también ha demostrado efectos sinérgicos en modelos injertados con 

células resistentes al sorafenib. Liu y colaboradores (2020) determinaron que los ratones 

xenoinjertados con una línea celular de HCC resistente al sorafenib tratados por 21 días con la 

combinación de sorafenib y ácido valproico mostraron una mayor reducción tumoral comparada 

con la monoterapia. Además, esta combinación inhibió con mayor eficiencia la migración celular 

y disminuyó los niveles de proteínas asociadas con la transición epitelio-mesenquimal como la 

caderina 2 (CDH2) o N-caderina, la vimentina (VIM) y el represor transcripcional 1 de la familia 

snail (SNAIL) (J. Liu et al., 2020). 

8.2 Potenciales mecanismos moleculares en la combinación de sorafenib con metformina 

 

Acerca de la combinación de sorafenib y metformina, recientemente algunos estudios han 

mostrado la inducción de ferroptosis mediante las vías ATF4-STAT3 y la vía SQTM1-KEAP- 

NRF2 (Hu et al., 2023; Tang et al., 2022). En otro estudio, se observó que combinar sorafenib con 

metformina resensibiliza a las células resistentes mediante la inducción de la autofagia. Durante la 

elucidación del mecanismo molecular involucrado se observó un incremento sinérgico en la 

fosforilación de la proteínasubunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK) y en los niveles de la proteína 1 de cadena ligera asociada a microtubulos (LC3BI) y la 

proteína 2 de cadena ligera asociada a microtubulos (LC3BII). En este estudio, también se observó 

que la inhibición de la proteína ubunidad catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP 

(AMPK) mediante un knockdown con un vector lentiviral disminuyó el efecto citotoxico de la 

combinación (Lai et al., 2020). En el estudio llevado a cabo por Chung y colaboradores (2018) se 



 57 

reportó que la combinación disminuyó la viabilidad celular de forma más eficiente acompañado de 

la inducción en la expresión de genes relacionados con la autofagia como la proteína 2 de cadena 

ligera asociada a microtubulos (LC3BII) (Chung et al., 2018). Aunado a lo anterior previamente se 

demostró que la actividad autofágica inducida por la combinación estuvo acompañada por una 

activación más eficiente de la caspasa 3 y poli-ADP- ribosa polimerasa 1 (PARP1), enmarcadas 

por la disminución en los niveles de fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos 

(p-MAPK1) (Ling et al., 2017 ; Siddharth et al., 2022) y la AKT serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1) 

(Ling et al., 2017). 

 

 Las investigaciones acerca de los efectos de combinar sorafenib y metformina han incluido 

modelos murinos xenoinjertados con células de HCC humano en los que se observó un incremento 

en la sobrevivencia total por efecto de la combinación (Guo et al., 2016). Inclusive, diversos 

reportes con diferentes líneas celulares de HCC y modelos inmunodeficientes reportan un mejor 

efecto antitumoral caracterizado por una mayor disminución en la masa tumoral comparado contra 

los tratamientos individuales con sorafenib o con metformina (Guo et al., 2016; Harati et al., 2021; 

Lai et al., 2020; Ling et al., 2017; Siddharth et al., 2022). Durante la elucidación de los mecanismos 

moleculares involucrados en la combinación se observó la disminución en los niveles de 

fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1) y la AKT serina/treonina 

cinasa 1 (p-AKT1) (Ling et al., 2017 ; Siddharth et al., 2022). Aunado a lo anterior durante las 

evaluaciones en los tejidos tumorales se encontró la presencia de la forma escindida de la caspasa 

3 y células positivas para la tinción con TUNEL lo que indica la activación de la apoptosis 

intrínseca como un mecanismo involucrado en la disminución del volúmen tumoral (Ling et al., 

2017). 

 

8.3 Mecanismos involucrados en la combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina 

 

En el presente estudio se evaluaron los efectos de combinar sorafenib, ácido valproico y 

metformina en un modelo HCC humano. Se encontró que el grupo tratado con la combinación de 

sorafenib con ácido valproico y metformina ocasionó una reducción de los niveles del factor de 

crecimiento semejante a insulina 1 (IGF1), del factor de crecimiento semejante a insulina 2 (IGF2) 

y de la forma soluble del miembro 1A de la superfamilia del receptor TNF (sTNFRSF1A). La 
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reducción en la actividad de la vía del factor semejante a insulina promueve los efectos del 

sorafenib como se observa en el estudio de Wang y colaboradores (2018), quienes muestran que la 

inhibicion de la actividad de esta vía promovió la escisión de la caspasa 3 y de la poli-ADP- ribosa 

polimerasa 1 (PARP1) en un contexto que incluyó la disminución en fosforilación de AKT 

serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1) (F. Wang et al., 2018). Acerca de la forma soluble del miembro 

1A de la superfamilia del receptor TNF (sTNFRSF1A) un estudio llevado a cabo en 55 pacientes 

adultos tratados con diferentes dosis de sorafenib mostró que la administración de 400 mg de 

sorafenib incrementó la concentración de esta forma en el suero de los pacientes (Nagai et al., 

2014). Las formas solubles del receptor del ligando de necrosis tumoral (TNF) se generan por 

escisión proteolítica directamente en la membrana (Black et al., 1997). Algunos estudios acerca de 

la funcionalidad de las formas solubles de los receptores del ligando de necrosis tumoral (TNF) 

han demostrado que actúan como señuelos de los ligandos y ocasionan la inhibición de la apoptosis 

(Monden et al., 2007). Por otro lado existe evidencia que sugiere un efecto contrario al activar la 

apoptosis mediante un mecanismo independiente a la vía de extrinseca y que incluyó la activación 

de la señalización mediada por la vía  MAPK (Waetzig et al., 2005). 

 

Aunado a lo anterior, el tratamiento con SVM también redujó los niveles de inhibidor de la 

ciclina dependiente 1A (CDKN1A) y de otras proteínas como la proteína 5 con repetidos IAP 

baculovirales (BIRC5), la proteína 7 con repetidos IAP baculovirales (BIRC7), el regulador de 

apoptosis BCL2 (BCL2) y del miembro 1 de la familia B de proteínas pequeñas de choque térmico 

(HSPB1). Estos efectos coinciden con reportes anteriores en los que la actividad proapotótica del 

sorafenib está caracterizada por la inhibición de factores con funciónes agonistas de la apoptosis 

(Fernando et al., 2012) e incrementa sinergicamente al añadir ácido valproico debido a la 

disminución más eficiente en los niveles de factores antiapoptoticos como proteína baculoviral 5 

con repetidos IAP (BIR C5) (J. Liu et al., 2020). Acerca de los niveles del inhibidor de la ciclina 

dependiente 1A (CDKN1A), el reporte de Inoue y colaboradores (2011) mostró que el sorafenib 

disminuyó sus niveles de forma dosis-dependiente y de forma concomitante a los niveles de 

fosforilación de la proteína cinasa 1 activada por mitógenos (p-MAPK1) en células de cancer renal 

(Inoue et al., 2011). De forma contrastante Vacante y colaboradores (2019) indican que el inhibidor 

de la ciclina dependiente 1A (CDKN1A) incrementa sus niveles y su translocación nuclear en 

células de HCC durante el arresto celular inducido por la metformina (Vacante et al., 2019). Este 
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incremento también fue observado al combinar sorafenib con ácido valproico en células de HCC 

(Zhu et al., 2017). 

 

 Durante las evaluaciones por inmunodetección en fase sólida, se observó que a diferencia 

de las células expuestas unicamente a sorafenib, aquellas tratadas también con ácido valproico y 

metformina mostraron la presencia de la forma escindida de la caspasa 3 y de la poli-ADP- ribosa 

polimerasa 1 (PARP1). Este incremento coincide con reportes previos en los se observó que añadir 

ácido valproico o metformina facilita los efectos proapoptoticos del sorafenib caracterizados por 

la presencia de la poli-ADP- ribosa polimerasa 1 (PARP1) escindida. Por otro lado, se observó una 

disminución en la fosforilación de la AKT serina/treonina cinasa 1 (p-AKT1) por efecto del 

tratamiento con SVM. Esta reducción coincide con el estudio de Zhu y colaboradores (2017) el 

cual muestra que el tratamiento simultaneo de sorafenib y ácido valproico disminuyó la 

fosforilación de forma más eficiente en diferentes líneas celulares de HCC (Zhu et al., 2017). 

Aunado a lo anterior en el estudio de Ling y colaboradores (2017) se observó que el tratamiento 

con sorafenib y metformina ocasionó la disminución en la fosforilación de AKT serina/treonina 

cinasa 1 (p-AKT1) mediante la reducción en la actividad del complejo TORC2 (Ling et al., 2017). 

La proteína AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1) desempeña un rol fundamental en la 

carcinogénesis al promover procesos de proliferación celular, la expresión de genes inhibidores de 

la apoptosis y ha sido correlacionada con la recurrencia y un mal pronostico (Bhat et al., 2013 ; 

Noda y Ohsumi, 1998 ; Wang et al., 2019). 

 

Durante las evaluaciones realizadas en ratones BALB/c desnudos, se observó el desarrollo 

tumoral a partir de un xenoinjerto de células HepG2 mediante ultrasonido, el cual fue confirmado 

posteriormente durante la necropsia. El tamaño tumoral ex vivo fue menor que el estimado durante 

el seguimiento in vivo. Otros estudios con xenoinjertos de líneas celulares han reportado 

subestimaciones del 21 % en el tamaño tumoral (Roth et al., 2024), en tanto que el estudio de 

Schmitz y colaboradores (2004) reportó que el tamaño tumoral de un xenotransplante de 

hepatocarcinoma que desarrolló ascitis fue 1.15 veces mayor (Schmitz et al., 2004). En el presente 

estudio la sobreestimación en las dimensiones tumorales fue de 5.9, 7.1 y 5.8 veces en los grupos 

control, sorafenib y SVM, respectivamente. A pesar de ser poco frecuentes en la literatura, estas 

discrepancias han sido asociadas con limitaciones ocasionadas por el tamaño (Ayers et al., 2010) 
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y la geometría tumoral (Brough et al., 2023) aunado a la presencia de edema y cambios consistentes 

con el desarrollo angiogénico y crecimiento infiltrativo en la zona peritumoral, detectables 

unicamente por ultrasonido (Schmitz et al., 2004). 

 

Por otro lado, en el presente estudio se observó una tendencia a la disminución del peso del 

tumoral por efecto del tratamiento oral con sorafenib. Algunos estudios han reportado inhibiciones 

del crecimiento tumoral del 40 % en ratones desnudos. Este efecto inhibitorio es mayor al 

incrementar la dosis como lo demuestran los estudios llevados a cabo por Huyn y colaboradores 

(2009), en el que los ratones que fueron tratados con 50 mg / kg / día o 100 mg / kg / día se observó 

más del 80 % de inhibición tumoral (Huynh et al., 2009). En otros estudios, 30 mg / kg / día de 

sorafenib reportaron inhibiciones del 25 % y hasta del 40 % en hembras inmunodeficientes (Kong 

et al., 2014 ; Wu et al., 2020). La disminución en los efectos terapeúticos del sorafenib fue reportada 

por Harati y colaboradores (2021) quienes observaron que administrar sorafenib seis horas despues 

del tratamiento con metformina disminuyó la inhibición tumoral a niveles comparables a los 

observados al tratamiento unicamente con metformina. Este efecto en el tratamiento secuencial se 

asoció con una disminución en la activación de la proteína subunidad catalítica alfa 2 de la proteína 

cinasa activada por AMP (AMPK) comparado contra el tratamiento concomitante. Cabe mencionar 

que la disminución de la eficacia terapeutica también fue observado en células de HCC expuestas 

a sunitinib, otro inhibidor de tirocinas-cinasas (Harati et al., 2021). Otras interacciones 

farmacocinéticas entre el sorafenib y la metformina fueron reportadas en ratas en las que se observó 

que la metformina disminuyó 45 % la concentración de sorafenib en plasma (Karbownik et al., 

2020). 

 

La perdida de los efectos sinérgicos en el modelo murino puede asociarse a multiples causas 

que incluyen las limitaciones de los modelos en líneas celulares y la dificultad para extrapolar los 

resultados a modelos de investigación más complejos. La probabilidad de interacciones 

farmacológicas incrementa en la medida en la que la formulación incluye a otras moléculas. Estas 

interacciones pueden ser farmacocineticas o farmacodinámicas, y sus consecuencias incluyen la 

perdida de eficacia, desarrollo de toxicidad y otras reacciones adversas (Palleria et al., 2013). Las 

interacciones farmacológicas han estado en el foco de la investigación y han dado lugar al 

desarrollo de modelos para los mecanismos de absorción, distribución, metabolización y excresión, 
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sin embargo la límitada información experimental es un factor limitante en la aplicabilidad de estos 

(Peng et al., 2021). 

 

La evidencia anterior indica la participación de diferentes mecanismos de muerte celular, 

los cuales en parte dependen de la concentración y del contexto celular en el que fueron evaluados. 

Sin embargo los efectos citotoxicos y antiproliferativos del sorafenib pueden ser incrementados al 

añadir ácido valproico y metformina. La evidencia muestra la inhibición de la transición epitelio 

mesenquimal durante la potenciación de los efectos del sorafenib, cuya participación durante el 

tratamiento con SVM queda pendiente por elucidarse mediante el analisis de diferente marcadores 

moleculares. Cabe mencionar que aunque los mecanismos de señalización involucran 

principalmente a la proteína cinasa activada por mitogenos (MAPK1) y a la AKT serina/treonina 

cinasa 1 (AKT1), otras cinasas podrían ser las responsables de la modulación de los efectos 

observados en este estudio. De acuerdo con la literatura los efectos de las combinaciones 

farmacológicas en los modelos murinos estarían sujetos a las dosificaciones y a la vía de 

administración, lo que sugiere que las potenciales interacciones farmacológicas serían las 

responsables de los efectos limitados del SVM. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

 La adición de ácido valproico y metformina al tratamiento con sorafenib incrementa la 

muerte celular en células HepG2 en cultivo, disminuye su potencial clonogénico e invasivo 

mediante un mecanismo que involucra la escición de la caspasa 3 y de la poli-ADP- ribosa 

polimerasa 1 (PARP1), aunado a la disminución de la fosforilación de la AKT serina/treonina 

cinasa 1 (p-AKT1). El tratamiento con SVM no redujo la masa tumoral del modelo preclínico de 

HCC humano. 
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10.  PERSPECTIVAS 

 

 Como perspectivas de este trabajo se plantean:  

1. Cuantificar la formación de los metabolitos con actividad antitumoral del sorafenib por 

efecto de la combinación. 

2. Cuantificar por inmunodetección en fase sólida los niveles de fosforilación y de las formas 

nativas de las proteínas AKT serina/treonina cinasa 1 (AKT1), la proteína subunidad 

catalítica alfa 2 de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK), la proteína cinasa 1 

activada por mitógenos (MAPK1) además la cinasa del blanco de rapamicina en mamiferos 

MTOR (MTOR) en el tejido tumoral.  

3. Determinar el efecto de la combinación en presencia de diferentes inhibidores de 

mecanismos de muerte celular en otros modelos celulares de HCC.  

4. Rediseño de las dosificaciones del modelo murino a través de un modelo de combinación 

basado en parametros farmacocinéticos. Además se sugiere complementar las estimaciones 

del volumen tumoral mediante ultrasonido con otras técnicas de imagenología por 

bioluminiscencia. 
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Figura S1. Expresión de proteínas relacionadas con la apoptosis por efecto del SVM en células HepG2. Las 
células fueron tratadas con 2 µM de sorafenib (amarillo) y con la combinación de 2 µM de sorafenib, 4 mM de ácido 
valproico y 10 mM de metformina (morado). Como control las células fueron tratadas con DMSO o con 10 µg / mL 
de mitomicina C (negro) durante 24 h. Los datos representan la media ± desviación estándar y fueron analizados con 
ANOVA de una vía. *, p < 0.05, **, p < 0.01 Abreviaturas: Forma soluble del receptor 1 del factor de crecimiento 
semejante a insulina (sIGF1R) CD40: Molécula CD40; IGFBP1-7: Proteínas de unión al factor de crecimiento 
semejante a insulina 1-7; sTNFRSF1B: Forma soluble del miembro 1B de la superfamilia del receptor TNF; CD40LG: 
Ligando del CD40; TNF: Factor de necrosis tumoral; BIRC3: Proteína baculoviral 3 con repetidos IAP; LTA: 
Linfotoxina alfa; CYCS: Citocromo C somático; TNFRSF10A-D: Miembro 10 A, B, C y D de la superfamilia del 
receptor TNF; TNFRSF21: Miembro 21 de la superfamilia del receptor TNF; FAS: Receptor de muerte celular Fas en 
superficie; BAD: Agonista asociado a muerte BCL2; BAX: Regulador de apoptosis X asociado a BCL2; BCL2L2: 
Proteína 2 semejante a BCL2; HSPD1: Miembro 1 de la familia D de proteínas de choque térmico (Hsp60); PSMD9: 
Subunidad 26S del proteasoma no ATPasa 9; BID: Agonista de muerte de interacción con dominio BH3; HSPA1A: 
Miembro 1A de la familia A de proteínas de choque térmico (Hsp70); TP53: Proteína tumoral 53; HTRA1: Serina 
peptidasa 1 Htra; SVM: Combinación de sorafenib, ácido valproico y metformina.  
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Figura S2. Efecto del tratamiento con sorafenib, ácido valproico y metformina en el peso y marcadores séricos 

en un modelo murino xenoinjertado con células de HCC humano. Machos desnudos de la cepa BALB/c fueron 

tratados oralmente con una mezcla de aceite de maíz, fructosa y miel como vehículo, recibieron 10 mg /kg / día de 

sorafenib o la combinación con 200 mg / kg / día de ácido valproico y 200 mg / kg / día de metformina. Imágenes 

representativas del peso de los ratones (A). Los datos representan la media ± desviación estándar y fueron analizados 

mediante ANOVA de dos vías. Los gráficos de violín representan la relación Na+ / K+ (B) y las concentraciones en 

suero del ion fosfato PO43- (C), de la fosfatasa alcalina y del ión calcio Ca+2 (E). Los datos representan la media ± 

desviación estándar y fueron analizados mediante ANOVA de una vía. *, p < 0.05. Se muestran los cuartiles (líneas 

punteadas) y las medias (líneas continuas). Abreviaturas: ALP: Fosfatasa alcalina; SVM: Combinación de sorafenib, 

ácido valproico y metformina. 
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Figura S3. Tinción histoquímica del tejido tumoral por efecto de la combinación de sorafenib con ácido 

valproico y metformina. Imágenes representativas de secciones del tejido tumoral teñidos con eosina-hematoxilina. 

Machos BALB/c desnudos xenoinjertados con células HepG2 fueron aleatorizados y distribuidos para ser tratados 

oralmente con el vehículo compuesto de una mezcla de aceite de maíz, fructosa y miel (A), o recibieron 10 mg /kg / 

día de sorafenib (B) o 10 mg / kg / día de sorafenib en combinación con 200 mg /kg / día de ácido valproico y 200 mg 

/kg / día de metformina (C).  
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