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RESUMEN

El carcinoma hepatocelular (CHC) ocupa el sexto lugar en incidencia y el tercero en
mortalidad mundial, su desarrollo se relaciona con una inflamacion crénica del
higado producto de diversos virus, toxinas, enfermedades autoinmunes vy
alteraciones metabdlicas como el sindrome metabdlico (SM) que entre sus
componentes destacan la obesidad abdominal, la resistencia a la insulina (RI) y las
consecuencias a nivel hepatico como la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA).
Tanto la Rl como la EHNA se relacionan con la secrecion alterada de lipidos y
citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL) 6 o 1
producto de la inflamacién de bajo grado que se genera en tejido adiposo (TA)y que
contribuyen en la fisiopatologia del CHC. El tratamiento con antineoplasicos
convencionales incluido el Paclitaxel (PTX) con frecuencia producen resultados
insatisfactorios debido, principalmente, a la adquisicidn de resistencia a multiples
farmacos (multidrug resistance, MDR; por sus siglas en ingles), asociada por la
regulacion al alza de Glicoproteina-P (P-glycoprotein, P-gp; por sus siglas en
ingles), que conduce a un aumento capacidad de las células cancerosas para
expulsar a los farmacos antineoplasicos dependiente del ATP.

Estudios sugieren una posible relacion de mediadores inflamatorios y la RI en el
desarrollo de MDR, sin embargo, los mecanismos implicados y asociados aun no
son claros, por lo que comprender la relacién entre estos mecanismos, abriria
nuevas puertas al desarrollo de terapias novedosas para el tratamiento del cancer

y mecanismos de reversion de la resistencia a los tratamientos quimioterapéuticos.

Nuestros resultados corroboran la contribucion de la Rl en el fenotipo de MDR y la
repercusion del tratamiento con PTX en células RI que potencializa la activacion de
NF-kB lo cual puede estar asociado con la quimioresistencia y la baja respuesta a

los tratamientos antineoplasicos en pacientes con CHC y RI.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the sixth in incidence and the third in mortality in
the world, its development is related to a chronic inflammation of the liver product of
various viruses, toxins, autoimmune diseases, and metabolic disorders such as
metabolic syndrome that among Its components include abdominal obesity, insulin
resistance (IR) and consequences at the liver level such as non-alcoholic
steatohepatitis (NASH). Both IR and NASH are related to alterations in the secretion
of lipids and cytokines such as TNF-a, IL-6 or IL-1B, a product of low-grade
inflammation generated in adipose tissue,2 contributing to the pathophysiology of
the disease. CHC. Treatment with conventional antineoplastics including Paclitaxel
(PTX) frequently produces unsatisfactory results mainly due to the acquisition of
multidrug resistance (MDR), associated with the upregulation of P-glycoprotein (P-
gp), leading to an increased ability of cancer cells to expel ATP-dependent
antineoplastic drugs.

Studies suggest a possible relationship between inflammatory mediators and IR in
the development of MDR, however the mechanisms involved and associated are not
yet clear, so understanding the relationship between these mechanisms would open
new doors to the development of novel therapies for the treatment of cancer. and
resistance reversal mechanisms in chemotherapeutic treatments.

Our results corroborate the contribution of IR to the MDR phenotype and the impact
of PTX treatment on IR cells that potentiates NF-kB activation, which may be
associated with chemoresistance and low response to antineoplastic treatments in
patients with HCC and IR.
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1 INTRODUCCION

1.1 CANCER
De manera normal, las células del cuerpo crecen y se reproducen ordenadamente
para generar nuevas y asi mantenerlo funcional, sin embargo, en ocasiones este
proceso se descontrola induciendo la division celular a pesar de que estas no son
necesarias, lo cual aunado con la prevalencia de las células, inducen la presencia
de una excesiva cantidad de células en el tejido involucrado que favorece la
formacion de una masa focalizada denominada tumor, la cual, dependiendo las
caracteristicas que posea puede ser de tipo benigno o maligno (INFOCANCER,
2022). La diferencia esta en que los benignos no se consideran cancerosos dado
que se pueden extraer, tienen alta probabilidad de no volver a aparecer, las células
no se diseminan a otras partes del cuerpo y dificilmente pondran en peligro la vida,
en cambio, los tumores de tipo maligno se consideran cancerosos porque sus
células son anormales, con una division descontrolada y sin orden, con capacidad
de invadir y destruir tanto el tejido a su alrededor como otros tejidos u 6rganos
distantes mediante la generacion de la metastasis, un proceso en el cual se
desprenden células de un tumor maligno y entran al torrente sanguineo o al sistema
linfatico migrando e invadiendo para formar nuevos tumores (INFOCANCER, 2022;
Sanchez C, 2013; CRI, 2021). Por lo tanto, podemos definir al cancer como un
desorden donde cualquier tipo de células del cuerpo crecen y se dividen
anormalmente, formando agregados celulares que crecen dafiando y alterando la
fisiologia del propio tejido, de otros cercanos y con capacidad de generar
metéastasis, proceso donde las células cancerosas pueden migrar e invadir tejidos
lejanos (Sanchez C. 2013; CRI, 2021; INFOCANCER, 2021).
El proceso de desarrollo de un tumor se puede dividir en las etapas de: iniciacion,
promocién, conversion maligna, invasion y metastasis, eventualmente este proceso
puede tener como culminacion la muerte del paciente (Abbas, S., et al. 2019;
Garima, G., et al. 2015; CRI, 2021).
Las posibles causas para la induccién o promocion en el desarrollo de cancer son

variadas, complejas y no se han comprendido totalmente, dentro de estas hay
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cambios epigenéticos que pueden asociarse con las alteraciones genéticas para
impulsar el desarrollo del cancer (Stephen B., y Peter A. 2016), factores internos
gue incluyen hormonas, ciertas condiciones inmunitarias como las enfermedades
autoinmunes y mutaciones hereditarias o aleatorias, también se involucran factores
externos por algunas sustancias denominadas carcinégenos que dafan al acido
desoxirribonucleico (ADN) estos inducen la formacién de radicales libres los cuales
toman electrones de otras moléculas en el cuerpo o se unen a diversas moléculas
como las proteinas o el ADN formando aductos que dafian las células y afectan su
capacidad para funcionar normalmente, como ejemplos de estas sustancias se
encuentran algunos microorganismos infecciosos, el tabaco, sustancias quimicas
como el arsénico y radiacion incluyendo rayos gamma o ultravioleta; sumado a ello,
algunos otros factores pueden inducir, iniciar o promover el desarrollo de cancer son
alteraciones de tipo metabdlico, como la dieta, sedentarismo, obesidad y
contaminantes ambientales (Garima, G., et al. 2015; Instituto de Investigacion de

Céncer)..

Como previamente se menciond, estas alteraciones pueden ocurrir en cualquier
célula del organismo, por tanto, existen diversos tipos de cancer dependiendo el

tejido afectado, ejemplo de ellos se mencionan a continuacion.

1.1.1 TIPOS DE CANCER

e Carcinoma: Es el tipo mas comun de cancer, ocurre en las células epiteliales
que recubren las partes internas y externas de diversos érganos del cuerpo.

e Sarcoma: Canceres que se forman en el hueso (osteosarcomas) o tejidos
blandos, como los musculos, la grasa, los vasos sanguineos, los vasos
linfaticos y el tejido fibroso (tendones y ligamentos).

e Leucemias: en un tejido liquido por lo que no crean un tumor solido.

¢ Linfomas: se desarrollan en los linfocitos (T o B) y pueden ser de Hodgkin o
no Hodgkin.

e Mieloma mudltiple: cancer gue se inicia en las células plasmaticas.

18



e Melanoma: en células precursoras de melanocitos productoras de melanina
(pigmento que da color a la piel, ojos y cabello).

e Tumores de encéfalo y médula espinal que llevan el nombre de las células
en que se forman y el sitio donde aparecen.

e Tumores de células germinativas: las cuales luego forman el esperma o los
ovulos.

e Tumores neuroendocrinos: se desarrollan en células neuroendocrinas, que
poseen rasgos de células nerviosas y de células productoras de hormonas.

e Tumores carcinoides: encontrados en la parte final del aparato digestivo, de
crecimiento lento, pueden diseminarse al higado o a otras partes del cuerpo,
y secreten sustancias como la serotonina o las prostaglandinas, que causan

un conjunto de afecciones llamadas sindrome carcinoide (NCI, 2021).

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

1.1.2.1 INCIDENCIA Y MORTALIDAD MUNDIAL

El cancer es una enfermedad que forma parte de las principales causas de muerte
en todo el mundo con casi 10 millones de fallecimientos en 2020 (OMS 2022;
Globocan. 2020). Datos del afio 2020, dados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la base de datos en linea Globocan, la cual proporciona estadisticas
mundiales del cancer, la incidencia de esta enfermedad fue de 19, 292, 789, siendo
los mas comunes el de mama, pulmadn, colorrectal, prostata, estomago, higado y
cervicouterino (Figura 1) (OMS 2022; Globocan. 2020).
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De mama
, 261, 419 (11.7%)

Otros tipos

8, 879, 843 (46%) Pulmén

2,206, 771 (11.4%)

Colorrectal
1, 931, 590 (10%)

Prostata

7 1,414, 259 (7.3%)
" Estomago
Cervicouterino 1, 089, 103 (5.6%)
604,127 (3.1%)  Higado

905, 677 (4.7%)

Total: 19, 292, 789

Figura 1.Incidencia mundial del cancer y tipos mas comunes (Globocan. 2020).

En la figura 2 se observa la mortalidad mundial total y por tipo siendo el cancer de

pulmon el mas mortal, seguido del colorrectal y el de higado en tercer lugar (NCI,

2021; OMS, 2022).

Pulmoén
1, 796, 144 (18%)

Otros tipos
3,932, 7688 (39.5%)

Colorrectal
935, 173 (9.4%)

Higado
830, 180 (8.3%)

Pancreas Estémago

466, 003 (4.7%) / 768, 793 (7.7%)
Eséfago De mama
544, 076 (5.5%) 684, 996 (6.9%)

Total: 9, 958, 133
Figura 2. Mortalidad mundial del cancer y tipos méas comunes (Globocan. 2020).
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Con base en la informacioén y figuras 1 y 2, podemos notar que el cancer de higado
es el sexto en cuanto a incidencia, pero el tercero mas mortal a nivel mundial es por
ello la importancia de la busqueda de estrategias que reduzcan la elevada
mortalidad a través de la identificacion de los factores que estan incidiendo en el

desarrollo de esta.

1.1.2.2 INCIDENCIA Y MORTALIDAD EN MEXICO

En América Latina la incidencia en 2020 fue de 1,470,274, mientras que la
mortalidad fue de 713,414 para todos los canceres, en cuanto a la incidencia y
mortalidad del cancer hepatico, estas fueron de 39,495 y 37,566 respectivamente,
hablando especificamente de nuestro pais, México se sitia en el segundo lugar
(solo detras de Brasil), como se observa en la figura 3, en todos los tipos de cancer
tuvo una incidencia de 195,499, mientras que en la grafica 4 se tiene que la
mortalidad fue de 90,222 (Globocan, 2020).

Otros tipos
8,833 (22.4%)

Brasil
12, 674 (32.1%)

Chile
1, 560 (3.9%)
Guatemala
1, 992 (5%)
Peru
2, 174 (5.5%)
Colombia L.
México
2, 289 (5.8%)
Argentina 7,536 (19.1%)
2, 437 (6.2%)
Total 39, 495

Figura 3. Incidencia del cancer en América Latina por paises (Globocan. 2020).
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Otros
8, 388 (22.3%)

Brasil
12, 139 (32.3%)

Chile
1,473 (3.9)

Guatemala
1, 889 (5%)

Perq
2, 093 (5.6%)
Argentina o
2, 189 (5.8%) México
Colombia 7,175 (19.1%)

2, 220 (5.9%)

Total 37, 566

Figura 4: Mortalidad del cancer en América Latina por paises (Globocan. 2020).

En México, el cancer hepético tuvo una incidencia de 7,536 (figura 5) situandolo en
el octavo mas frecuente y el cuarto mas mortal con 7,175 casos como se observa
en la figura 6 (Globocan. 2020).

De mama 29, 929 (2%)

/

/

Otros tipos
1, 340, 313 (91.2%)

Total 1, 470, 274

Figura 5: Incidencia del cancer y tipos

Prostata 26, 742 (1.8%)
Colorrectal 14, 901 (1%)

Tiroides 11, 227 (0.76%)
Cervicouterino 9, 439 (0.64%)
Estéomago
8, 804 (0.60%)
Pulmén 7, 588 (0.52%)
Higado 7, 536 (0.51%)

Leucemia 6, 955 (0.47%)

Linfoma no Hodgking
6, 840 (0.47%)

mas comunes en México (Globocan. 2020).
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De mama 7, 931 (1.1%)

Colorrectal
7, 755 (1.1%)
Prostata 7, 457 (1%)

Higado 7, 175 (1%)
Pulmén 7, 100 (1%)

Estomago 6, 735 (0.94%)

Leucemia
4,786 (0.67%)

Otros tipos
664, 475 (93.1%)

Total 713, 414

Figura 6: Mortalidad del cancer y tipos mas comunes en México (Globocan. 2020).

La incidencia y mortalidad del cancer van en aumento debido a la prevalencia de
los factores de riesgo asociados a su desarrollo como la predisposicién genética, la
radiacion, el tabaquismo, algunas infecciones, consumo de alcohol, otros factores
ambientales y cobrando mayor relevancia en los ultimos afios, el estilo de vida
inadecuado como la dieta poco saludable y el sedentarismo que conducen al
desarrollo de obesidad y sus posteriores estados de enfermedades cronico-
metabdlicas que incluyen sindrome metabdlico (SM) y sus componentes como la
RI, hipertension arterial (HTA), dislipidemia, posteriormente la diabetes mellitus tipo
2 (DM2), las enfermedades cerebrovasculares (ECV) y la enfermedad del higado
graso no alcoholico (EHGNA), entre otras (Stefan, N., et al. 2018; Loomba, R., et al.
2021; Avgerinos, K. et al. 2018).

Estos datos epidemioldgicos colocan al cancer en general (con un gasto promedio
en el tratamiento anual superior a los dos millones 670 mil pesos durante 2019;
Forbes, 2021) y especificamente, al cancer de higado como una carga importante
de pacientes para el sector salud y como fuerte causa de defuncion tanto a nivel
mundial como en México. Por este motivo es importante continuar la busqueda de

agentes etioldgicos, la fisiopatologia, el progreso y desarrollo del cancer para la
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identificacion de potenciales blancos terapéuticos o alternativas farmacoldgicas que

ayuden a mejorar la salud del paciente.

1.2 CARCINOMA HEPATOCELULAR

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el principal tumor de higado abarcando el 90%
de los casos, el crecimiento y division anormal se forma en células epiteliales de
este Organo, la mayoria de los pacientes lo desarrolla de forma secundaria a una
enfermedad hepatica crénica subyacente por lo que es una de las causas de muerte
mas comun en los pacientes con su estadio previo la cirrosis hepética (Martinez J.,
etal. 2016; Armengol C, etal. 2017). Como se mencioné previamente, en los Ultimos
afnos hay un incremento de la cantidad de casos de esta enfermedad, llegando a
ser el sexto cancer en incidencia y el tercero en mortalidad a nivel mundial y en
México el octavo y cuarto respectivamente (Globocan. 2020), se considera a este
cancer como un grave problema de salud sobre todo en paises occidentales, por lo
que es importante la deteccién del CHC y del agente etiolégico que lo causa en un
estadio temprano para poder aplicar el adecuado tratamiento curativo (Martinez J.,
et al. 2016; Armengol C, et al. 2017), en alrededor del 90% de los casos de CHC se
logra establecer una causa de la hepatopatia asociada a su desarrollo (Martinez J.,
et al. 2016).

1.2.1 AGENTES ETIOLOGICOS DEL CHC

En la mayoria de los casos, los pacientes desarrollan CHC por una enfermedad
hepatica crénica subyacente, regularmente cirrosis con grados avanzados de
fibrosis, siendo los principales factores etiolégicos la infeccién por el virus de la
hepatitis B (VHB), infeccién cronica por el virus de la hepatitis C (VHC), consumo
excesivo de alcohol, aflatoxinas, o cualquier otro inductor de cirrosis como
hemocromatosis, déficit de alfa 1-antitripsina, hepatitis autoinmune, cirrosis biliar
primaria, colangitis esclerosante, enfermedad de Wilson, y tomando una importante
relevancia en afios recientes se ha identificado un aumento de la incidencia del CHC

en pacientes con un tipo de EHGNA como el higado graso no alcohélico (HGNA) y
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su subtipo mas avanzado, la esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) (Martinez J., et
al. 2016; Armengol C, et al. 2017).

Como se muestra en la figura 7, todas las alteraciones previamente mencionadas
conducen a una inflamacién del higado denominada hepatitis, posteriormente
ocurre una alteracion denominada cirrosis caracterizada por una fibrosis que cambia
el tejido sano y funcional por cicatrices evitando este 6rgano lleve a cabo sus
funciones normales, finalmente con los afios de dafio la cirrosis induce el desarrollo
de CHC (Alison R., et al. 2011.

ngado normal C|rr05|s

Vi |
| /?o'“
\ 15 afios | '/ 10 afios
\ L \®
\ N \‘. .../
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Alcohol

Alteraciones metabdlicas

Figura 7. Desarrollo del CHC (Alison, R., et al. 2011).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de CHC son el sexo masculino,
la edad avanzada, el tabaquismo, las enfermedades virales, factores hereditarios, y
en afos recientes el incremento de alteraciones metabdlicas como la obesidad, el
SM, la esteatosis hepatica y la DM2 (Dongiovanni, P., et al. 2014).

1.2.1.1 HIGADO GRASO NO ALCOHOLICO

La EHGNA se puede clasificar histologicamente en esteatosis hepéatica 0 HGNA y
EHNA, el primero se define como la presencia de por lo menos 5% de hepatocitos
infiltrados con lipidos macro o microvesiculares, pero sin mostrar evidencia de una
lesion tisular la cual se denomina hinchazén de hepatocitos (o hepatocitos en globo),
en cambio, la EHNA se trata de la presencia de al menos un 5% hepatocitos
infiltrados con esteatosis ademas de inflamacion, lesion de los hepatocitos y su

cambio a hepatocitos hinchados o en globo (figura 8) los cuales se hinchan varias
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veces su tamafio normal y el cuerpo celular se aclara, puede o no presentar fibrosis
ya que el dafio que se esta generando es progresivo y junto a factores genéticos,
epigenéticos y ambientales promueven la progresion de fibrosis hasta causar
cirrosis y posteriormente CHC (Stefan, N., et al. 2018; Loomba, R., et al. 2021), se
da en personas que consumen poca o0 nula cantidad de alcohol y no presentan
causas secundarias que pudieran ser causa de la EHGNA como enfermedad de
Wilson, lipodistrofia congénita o adquirida, drogas como la amiodarona, esteroides,

tamoxifeno, 4cido valproico, etc (Loomba, R., et al. 2021).

e B e . 4 Hepatocitos
e . . P e S at hinchados

Figura 8. Histologia del higado graso no alcohdlico (HGNA) y esteatohepatitis no alcohélica
(EHNA) con sus caracteristicos de hepatocitos hinchados y dafiados (Loomba, R., et al.
2021).

Se estima que, a nivel mundial, la EHGNA es padecida por mil millones de personas
(Loomba, R., et al. 2021) con aproximadamente el 25% de la poblacién adulta
afectada, mientras que la poblacién infantil que la padece esta entre el 3y 10% en

general y alrededor del 34% en los nifios con obesidad (Stefan, N., et al. 2018).

Se considerada a la EHGNA como la manifestacion del dafio hepatico inducido por
el SM, conformado por una serie de factores de riesgo de origen metabdlico que
incluye dislipidemias, obesidad abdominal, HTA y destacando la RI, estas

alteraciones mayoritariamente son inducidas por un estilo de vida poco saludable
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qgue incluye sedentarismo y una dieta de tipo hipercaldrica con ingesta de alta
energia lo que genera un desbalance energético reflejado en una mayor proporcion
de grasa tanto total como visceral, a la par se genera una disbiosis intestinal (que
incrementa la liberacion de moléculas asociadas a dafio o a patdgenos; DAMP y
PAMP respectivamente), la Rl incrementa la lipogénesis hepatica de novo, y la
distrofia que se esta generando en TA favorece la liberacion de acidos grasos (AG),
ceramidas y la alteracion del patron de expresion de citocinas y adipocinas; todo
este desequilibrio induce acumulacién de lipidos en el higado, inflamacion y fibrosis
con lo que aumenta el deterioro hepatico, a la par que se desarrolla obesidad,
dislipidemia, HTA, DM2 y ECV, por lo que el aumento en la incidencia de estas
alteraciones se acompafa del incremento de la EHGNA que a su vez se relaciona
con posteriores enfermedades del higado como fibrosis, cirrosis y CHC (Stefan, N.,
et al. 2018; Loomba, R., et al. 2021).

1.2.1.2 RESISTENCIA A LA INSULINA

La insulina es una hormona peptidica endocrina que se une a los receptores de
insulina (INSR) que estan unidos a la membrana plasmatica de las células diana,
con ello inician una respuesta metabdlica en algunas células sométicas, pero,
principalmente tiene funcidon en la homeostasis de la glucosa con efectos sobre
tejidos insulinodependientes que desempefian distintas funciones en la
homeostasis metabdlica mediante vias de transduccion de sefiales de especificas
de cada tejido, sin embargo, todas coinciden en un punto, como se observa en la
figura 9; el proceso inicia cuando la insulina se une con el INSR lo que induce la
autofosforilacion de este ultimo y recluta diversos sustratos para continuar la
sefalizacion intracelular, una via es la dada por moléculas de sefalizacién
mitogénica, las mas importantes son GRB2 y SHC, la otra via es la metabdlica con
las proteinas del sustrato del receptor de insulina (IRS) y la SH2B2/APS (Petersen,
M., y Shulman, G. 2018; Pollak, F. 2016). En la figura 9 el color verde representa
eventos de activacion y el rojo indican eventos inhibitorios en el mecanismo de

sefalizacion intracelular de la insulina
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Figura 9. Proceso de sefializacién de lainsulina (Petersen, M., y Shulman, G. 2018).

Posterior a la unién entre insulina y el INSR, continua la via de sefalizacion
intracelular cumpliendo una funcién dependiendo el tejido insulinodependiente en el
cual se desarrolla el proceso, por ejemplo, en el musculo esquelético (ME),
promueve la utilizacion y el almacenamiento de glucosa al aumentar el transporte
de glucosa y la sintesis neta de glucogeno, en el higado activa la sintesis de
glucégeno, incrementa la expresion de genes lipogénicos y disminuye la expresion
de genes gluconeogénicos, y los adipocitos del TA particularmente el blanco,
suprime la lipdlisis y aumenta el transporte de glucosa y la lipogénesis (Petersen,
M., y Shulman, G. 2018).

En los mamiferos existen funciones especializadas para hormonas peptidicas que
se relacionan con la insulina, uno de ellos es el factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), tanto 1 como 2, mientras la insulina controla flujos metabdlicos, los

IGF 1y 2 promueven el crecimiento y la diferenciacion celular, el problema surge
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por la falta de distincion entre estas funciones dada la alta homologia entre los INSR
y el IGF-1, ambos forman heterodimeros hibridos en muchos tipos de células,
ademas de compartir muchos efectores intracelulares lo cual puede inducir la
superposicion de las funciones de sefializacion entre la insulina 'y el IGF-1, con ello
se contribuye a la relacion que existe entre la hiperinsulinemia y varios tipos de

cancer (Petersen, M., y Shulman, G. 2018).

La resistencia a la insulina se refiere a una condicion en la que la capacidad de la
insulina para actuar en las células se ve disminuida, lo que puede provocar
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas. En
respuesta a esta disfuncion, el pancreas aumenta la produccién de insulina para
compensar su ineficacia, lo que da lugar a un estado conocido como
"hiperinsulinismo”, lo que implica consecuencias metabdlicas y hormonales
significativas que afectan la homeostasis del organismo (Pollak, F. 2016), este
exceso de insulina puede unirse a los IGF con lo que se estimula las vias anabdlicas
de crecimiento y proliferacién de células cancerosas (Petersen, M., y Shulman, G.
2018).

Las causas de la Rl pueden ser fisiolégicas como el embarazo, la pubertad, la edad,
o de tipo patolégica debido a alteraciones genéticas, ambientales, secundarias a
farmacos o enfermedades, pero el proceso de Rl mas comun esta fuertemente
relacionado con la obesidad abdominal donde los adipocitos viscerales sufran un
proceso de hiperplasia e hipertrofia que inicia una repuesta del sistema
inmunolégico (SI) para mantener la homeostasis en la cual se liberan mediadores
proinflamatorios que interfieren en la sefalizacién normal de la insulina causando
una alteracion en la sefal post-receptor comprometiendo la via metabdlica pero no
la anabdlica (o mitotica) que incluso puede exacerbarse a través de la activacién de
la MAPquinasa (MAPK; Pollak, F. 2016).

Por otra parte, el posible papel de la insulina para promover la carcinogénesis es
mediante la estimulacion de las células insulinodependientes a través del INSR o

los IGFS y sus receptores (IGF-R), estas uniones inducen diversos mecanismos
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promotores de tumores (implicados en la proliferacion, antiapoptosis, la
angiogénesis y la linfangiogénesis) en las células diana a partir de la union a los
receptores de membrana y la transduccion intracelular posterior que puede seguir
dos vias, la primera es la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-AKT—objetivo de
rapamicina en mamiferos (MTOR) que esta implicada en la regulacion del
crecimiento y la diferenciacion celular, su activacion es comun en tumores y tejidos
normales de ratones obesos y/o diabéticos, mientras que los inhibidores de mTOR
dificultan la progresion tumoral inducida por la obesidad en modelos de raton; la otra
implicada es la via de la MAPK, involucrada en la proliferacién, que incluye la
activacion de Ras—Raf-MEK (Abbas, S., et al. 2019).

La DM2 es el resultado de la RI, donde hay una ineficacia de esta hormona por
llevar a cabo sus funciones normales (FID, 2021), se caracteriza por una
combinacion de Rl y la incapacidad de las células B del pancreas por mantener una
adecuada secrecién de esta hormona con lo cual se genera una hiperglucemia, esta
enfermedad es el resultado de una interaccién entre factores genéticos que son
requisito para el desarrollo y factores ambientales que son los determinantes e
incluyen la obesidad, el sedentarismo, los malos habitos alimenticios, etc, (Valdés,
W., et al. 2019).

1.2.1.3 INFLAMACION CRONICA DE BAJO GRADO

El SI es una red sofisticada y compleja de 6rganos, tejidos, células y moléculas
solubles que trabajan de manera coordinada para mantener la homeostasis del
organismo mediante la deteccion de elementos extrafios comunmente llamados
“antigenos” y que forman parte de un microorganismo o se encuentran presentes
en células o moléculas alteradas o provenientes de otros individuos (Cedillo, L., et
al. 2015). En condiciones normales, nuestro Sl tiene un correcto funcionamiento
donde los componentes del organismo son considerados y reconocidos como
propios y por tanto no son atacados, por lo cual, el principio basico del
funcionamiento de este sistema es distinguir entre lo propio y lo extrafo, y atacar a

este ultimo con el fin de eliminarlo antes de causar dafios en el organismo (Lomonte
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B. 2018). Sin embargo, pese a que el Sl debe trabajar con la exactitud de la
maquinaria de un reloj no esta exento de fallar y propiciar un ataque a las células o
tejidos del propio organismo, lo cual da lugar a diferentes desérdenes como
autoinmunidades, cancer, respuestas exacerbadas y patoldgicas contra sustancias
externas inocuas (alergias) o fallar y ser ineficaz de responder a las agresiones
(Cedillo, L., et al. 2015).

La inflamacion sistémica de bajo grado (ISBG), también llamada inflamacion
metabdlica o metainflamacion (debido a su estrecha relacidén con el desarrollo de
enfermedades y disfunciones cardiometabdlicas), se caracteriza por un aumento en
los niveles circulantes de citocinas proinflamatorias, por ejemplo, el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), el interferén gamma (INF-y), las interleucinas (IL) 18,
6y 17 y de proteinas de fase aguda como la proteina C reactiva (pCr), también por
un incremento de la infiltracion de células inmunolégicas como macrofagos y
linfocitos T en TA, pero, a diferencia de un proceso inflamatorio clasico, el rasgo
distintivo de la ISBG es que no induce lesién, alteraciones estructurales o pérdida
de las funciones primarias del tejido inmunolégicamente infiltrado (Leon, J., et al.
2015).

El mecanismo de relacion entre la metainflamacién, Rl y el dafio posterior es dado
por la sobrexpresion de citocinas proinflamatorias que estan involucradas en la
patogénesis de enfermedades metabdlicas, este aumento de citocinas se produce
primariamente en TA (citocinas y adipocinas) y posteriormente en tejidos
insulinodependientes como el hepatico (hepatocinas), pero es el TA la fuente
principal de citocinas y células proinflamatorias y donde se inicia la metainflamacion
(Ledn, J., et al. 2015; Reinehr, T., y Ludwig, C. 2018; Reinehr, T. 2019).

Este mecanismo inflamatorio metabdlico inicia con la sobreacumulacion de energia
en TA, donde los adipocitos buscan compensar el almacenamiento con un proceso
de hiperplasia e hipertrofia dejando adipocitos en la lejania a vasos sanguineos por

lo que sufren hipoxia y posterior muerte celular, con ello se inicia una repuesta del

31



S| para mantener la homeostasis (Pollak, F. 2016; Gonzéalez N., et al. 2016), en esta
ISBG, los macrofagos residentes en TA desempefian un papel importante en la
produccion de citocinas proinflamatorias, estas células se pueden clasificar en
distintos subtipos, el MO o sin clasificacion y los que se diferencian segun el
microambiente local, el fenotipo "activado clasicamente” o M1 que secreta citocinas
proinflamatorias como IL-1p3, IL-6 y TNF-q; y el fenotipo "activado alternativamente"
0 M2 que produce citocinas antiinflamatorias como la IL-10, ademas de los
macréfagos, otro tipo de células participe en la produccion de citocinas pro o
antiinflamatorias es un subconjunto de células T, llamadas células T auxiliares (Th)
CD4 positivas, que a su vez se diferencian en células Thl las cuales promueven un
perfil de citocinas proinflamatorias, y las células Th2 que generan una respuesta de
tipo antiinflamatoria (Reinehr, T., y Ludwig, C. 2018; Reinehr, T. 2019). En
condiciones normales existe un equilibrio entre la cantidad de células y expresion
de moléculas pro y antiinflamatorias, pero en la obesidad se modifica el equilibrio
de subconjuntos de macrofagos y células CD4+ predominantemente hacia un
fenotipo proinflamatorio, iniciando este desbalance con una infiltracion de
macrofagos M1y células Thl en el TA visceral y posteriormente promoviendo la RI
en tejidos insulinodependientes (Ledn, J., etal. 2015; Reinehr, T., y Ludwig, C. 2018;
Reinehr, T. 2019).

Otra parte importante en la fisiopatologia del SM y la DM2 es el aumento de la Rl
en el tejido hepatico y muscular por los acidos grasos libres (AGL) que salen de los
adipocitos necroticos, estos AGL estimulan la activacion del sistema inmunolégico
innato para liberar citocinas proinflamatorias que a su vez favorecen el aumento de
AGL y mejoran la actividad de la lipasa sensible a hormonas en el TA, lo que se
convierte en un constante ciclo repetitivo (Ledn, J., et al. 2015; Reinehr, T., y Ludwig,
C. 2018; Reinehr, T. 2019).

Las citocinas proinflamatorias activan factores de transcripcion como el factor
nuclear kappa B (NF-kB) y c-Jun en el TA e higado, lo cual también inactiva INSR

promoviendo la RI, también las citocinas, particularmente TNF-a e IL-6 inducen la
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fosforilacién de serina en el IRS evitando la fosforilacion de tirosina y por tanto
evitando la activacion de la via de sefalizacion intracelular para lograr la
traslocacion de los glucotransportadores 4 (GLUT-4), otras formas de contribuir al
desarrollo de RI por parte de las citocinas es su papel en la regulacion positiva de
la expresion de las proteinas supresoras de sefializacion de citocinas (SOCS) que
se pueden unir al IRS para mediar su degradacion, otro mecanismo de estas
moléculas proinflamatorias en la fisiopatologia de la DM2 es dado por inducir el fallo
de las células 3 pancreaticas mediante una variedad de mecanismos, por ejemplo,
el TNF-q, IL-1B e IFN-y interrumpen la regulacion del calcio de las células B y con
ello en la liberacion de insulina, el TNF-a también aumenta la expresion del
polipéptido amiloide de los islotes en las células B lo que conduce a una muerte
acelerada de estas y el mismo polipéptido incrementa en las células 3 la produccién
de la IL-1B que funciona como un regulador maestro de la inflamacion de los islotes
pancreaticos durante la DM2 y a su vez induce la apoptosis de las células 3 (Ledn,
J., etal. 2015; Reinehr, T., y Ludwig, C. 2018; Reinehr, T. 2019).

Otro mecanismo relacionado con la metainflamacion y la Rl es dada por “hipétesis
del intestino permeable”, esta surge porque el TA visceral es considerado una
barrera entre el intestino y el higado, por lo que podrian antigenos microbidticos
cruzar desde el intestino, con un aumento de la absorcion de lipopolisacaridos (LPS)
desencadenando un incremento de la inflamacién en TA e higado lo que podria
conducir a RI por activacion del receptor tipo Toll (TLR) 4 y el factor nuclear kB NF-
kB (Reinehr, T., y Ludwig, C. 2018; Reinehr, T. 2019).

El NF-kB, pertenece a una familia de factores de transcripcién que activan diversos
genes involucrados en el control de la respuesta inflamatoria y en la regulacién del
crecimiento celular, se localiza en el citoplasma de la mayoria de las células, pero
en tejidos insulinodependientes como el higado, las citocinas proinflamatorias,
moléculas lipidicas como los AGL, el diacilglicerol, la ceramida, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la hipoxia activan las proteinas IxBa y B (IKKa o B)

cuya funcion es fosforilar las proteinas inhibidoras del NF-kB (IkB), lo cual degrada
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al inhibidor activando al NF-kB que se internaliza en el nlcleo para llevar a cabo la
activacion de la expresion génica, un proceso similar ocurre con la activacion de las
c-Jun N-terminal quinasa 1 (JNK1) que pertenece a una familia encargada de la
regulacion de muchas actividades bioldgicas mediante la expresion génica,
incluyendo actividad de respuestas inflamatorias, morfogénesis, cambios del
citoesqueleto, proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia y muerte celular,
la activacion de ambos factores de transcripcion induce la inhibicion del IRS-1y
dado que en condiciones fisiol6gicas normales, la insulina se une a su receptor y se
fosforila la tirosina en IRS-1 y -2 favoreciendo la expresion de los GLUT-4 para
internalizar la glucosa, pero, con la inhibicién inducida por las moléculas
previamente mencionadas existe un cambio en la fosforilacion de tirosina por serina
en los sustratos del IRS y se inhibe la via de sefializacion normal de la insulina, al
mismo tiempo que los dos factores de transcripcidn se translocan al nucleo e
inducen la activacién de varios genes relacionados con la respuesta inflamatoria
exacerbando el estado de inflamacién crénica, Rl y posteriormente la destruccion
de las células 3 del pancreas (Petersen, M., y Shulman, G. 2018; Pollak, F. 2016;
Berbudi, A., et al. 2020; Pierre, P., et al. 2015). Esta relacion entre Rl y moléculas

asociadas a dafio metabdlico se puede observar en la figura 11.
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Figura 10 Mecanismo de alteracidn del IRS y la activacion del NF-kB (Berbudi, A., et al.
2020).

Como se menciond previamente, en la etiologia del CHC el principal factor de riesgo
para su desarrollo es la hepatitis cronica mayormente relacionada con enfermedad
viral, sin embargo, existen alteraciones y enfermedades que influyen como
cofactores o desencadenantes propios del CHC, entre estas se encuentra el
consumo excesivo de alcohol y tomando una importante relevancia en el contexto
del dafio hepatico cronico, en los ultimos afios se ha incrementado la participacion
del HGNA como desencadenante cada vez mas reconocido de CHC incluso en
higados no cirréticos, cobrando cada vez mas importancia por su relacion con las
alteraciones metabdlicas como la obesidad, la Rl y la DM2 (Dongiovanni, P., et al.
2014). El deposito de grasa en el higado se relaciona con RI, inflamacion y
posteriormente con un estado de fibrogénesis denominada EHNA que puede
progresar a una grave fibrosis lo que conduciria al desarrollo de CHC incluso antes
de la aparicién de la cirrosis, por lo que dada la mayor incidencia del HGNA y sus
alteraciones previas, se prevé aumento de casos de CHC en el futuro, lo que podria
reducir el beneficio de las actuales y nuevas terapias anticancerigenas (Alison R.,
et al. 2011; Dongiovanni, P., et al. 2014).

La manifestacion a nivel hepatico del SM es la EHNA, una alteracion metabdlica
caracterizada por esteatosis hepatica macrovesicular en personas que no
consumen de forma significativa alcohol, medicamentos hepatotéxicos u algun otro
agente causante de esteatosis secundaria y evoluciona por las fases de esteatosis
simple, esteatohepatitis, cirrosis y finalmente CHC, dado que puede asociarse con
un higado no cirrético generalmente se diagnostica cuando el tumor alcanza un
tamafo que desencadena sintomas o de forma accidental por resultados anormales
de laboratorio (Martinez G, et al. 2020). El HGNA es el trastorno hepatico mas
comun en los paises industrializados siendo los principales factores de riesgo los
componentes del SM y la DM2, la prevalencia en la poblacion general esta entre el

20 y 30%, se presenta en todas las edades, incluyendo nifios, pero la mayoria de
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los pacientes son diagnosticados con HGNA alrededor de los 40 o 50 afos
(Hernandez, 1., y Lujan, M. 2021).

Esta EHNA seria clave para entender porque la obesidad incrementa el riesgo de
muerte por CHC, la relacion de esta mortalidad se da por el aumento de los lipidos
intracelulares que genera una gran demanda metabdlica en el reticulo
endoplasmico (ER) lo cual conduce a su disfuncion favoreciendo la produccion
excesiva de ROS y generando estrés oxidativo y que a su vez activa vias
inflamatorias como la del NF-kB (Alison R., et al. 2011). En la actualidad, un
estimado de entre el 15y 20% del total de todos los CHC se da en higado no cirrético
lo cual refleja el aumento de la incidencia en este tipo de pacientes, con una media
de edad generalmente menor comparada con los pacientes cirrGticos (Martinez G,
et al. 2020).

1.2.1.4 INFLAMACION Y CHC

Cuando surge un tumor, las células del Sl son las principales responsables de la
inmunovigilancia tumoral y de eliminar las clonas tumorales, principalmente los
macrofagos y los mastocitos infiltran el tumor e inducen un estado de inflamacién
cronica donde producen factores que promueve el crecimiento tumoral en todas sus
etapas, por ejemplo, esta inflamacion promueve el inicio del tumor al favorecer
nuevas mutaciones mediante la generacion de un estrés genotéxico, de igual forma
tiene un importante papel en la promocién tumoral dado que induce la proliferacion
tumoral y su papel en la progresion tumoral se debe a que influye en el proceso de
angiogénesis, en el cual se incrementa la produccion de nuevos vasos sanguineos
alrededor del tumor, con lo cual también incrementa la extravasacion celular y por
tanto la invasion tisular a otras partes del cuerpo favoreciendo el desarrollo de la
metastasis (Sanchez C. 2013). El proceso carcinogénico que se esta desarrollando
es favorecido por la expresion de quimiocinas y citocinas que son producidas por el
infiltrado de células del SI y que fomentan tanto la supervivencia como la

proliferacion celular (Alison R., et al. 2011).
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1.2.1.5 NF-kB Y CITOCINAS EN EL CHC.

Los agentes etioldgicos del CHC tienen oncoproteinas transformadoras que influyen
en la induccién del cancer, pero también las bacterias, los virus y los AGL por medio
de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), mas en especifico, la
familia de los TLR puede activar diversas células del Sl, especialmente a los
macréfagos residentes del higado denominados células de Kupffer (Alison R., et al.
2011). Estos macrofagos se localizan dentro de la luz de los sinusoides hepaticos
adheridos a las células endoteliales que componen las paredes de los vasos
sanguineos, juegan un importante papel en la defensa del huésped, porque,
ademas de ser las primeras células inmunolégicas en el higado que entran en
contacto con las bacterias intestinales y endotoxinas o desechos microbianos
provenientes del tracto gastrointestinal través de la vena porta, también participan
en la eliminacion de diversos compuestos como particulas pequefias, complejos
proteicos, lipidos y células apoptoéticas de la circulacion y el higado, por lo tanto,
diversas enfermedades hepéticas que a su vez se relaciona con el CHC como la
hepatitis viral, hepatopatia alcohdlica, colestasis intrahepatica, rechazo del
trasplante hepatico, EHNA vy fibrosis hepatica pueden estar relacionadas también
con modificaciones o alteraciones de las funciones de las células de Kupffer
(Nguyen, A., y Horuzsko, A. 2015).

Las diversas citocina que se estan generando en el tejido hepatico por la muerte de
hepatocitos en el CHC o que pueden llegar de la circulacién provenientes del TA se
unen a sus receptores en las células de Kupffer, con este enlace de citocinas-
receptor se inicia una sefializacion interna que finaliza con la produccion de mas
qguimiocinas y citocinas como la IL-6 y el TNF-a, que como se observa en la figura
11, activan al NF-kB y lo translocan al nucleo donde, ademas de amplificar la
respuesta inflamatoria también estimula la supervivencia y proliferacion de células

hepaticas normales y malignas (Alison R., et al. 2011).
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Figura 11. Inflamacion en CHC (Alison R., et al. 2011).

Una de las vias de sefializacion activadas por los TLR a través de la molécula
adaptadora llamada gen de respuesta primaria de diferenciacibn mieloide 88
(MyD88) o por las citocinas como el TNF-a o IL-18, es la via del NF-kB que podria
explicar el vinculo entre la inflamacién y el cancer, siendo un factor importante para
determinar la capacidad de las células normales, preneoplasicas y malignas de
evitar la apoptosis (Alison R., et al. 2011).

A pesar de la evidencia que esta surgiendo en la etiologia y fisiopatologia del CHC,
el tratamiento va enfocado en los estadios previos a las alteraciones metabdlicas
previas, por lo que el tratamiento para el CHC ya establecido depende del estadio y

avance en que sea detectado (Martinez J., et al. 2016; Armengol C, et al. 2017).

1.2.2 TRATAMIENTOS

Una vez diagnosticado el CHC por la presencia de nédulos y dafio en el higado de
las personas con una patologia hepatica previa como la cirrosis o enfermedad viral
(Boal, P., y Pereira, E. 2015), es importante clasificar al paciente de acuerdo con las
caracteristicas del tumor y los aspectos clinicos, lo cual ayudara a seleccionar el
tratamiento mas apropiado; identificar tumores hepaticos menores de 2cm ayuda a

recibir un tratamiento precoz lo que otorga un mejor panorama de control, contrario
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al dado por el diagndstico tardio o la deteccion de tumores de mayor tamafo (>2cm)
que presentan con mas frecuencia invasion microvascular y células malignas
peritumorales (satelitosis), lo cual se asocia a un peor prondstico y peores
resultados en el tratamiento (Martinez J., et al. 2016). Es importante tener en cuenta
algunos aspectos para elegir el tratamiento adecuado en el momento oportuno,
como la migracién de tratamiento, es decir, aplicar el tratamiento de manera
secuencial en el caso de no poder aplicarse el correspondiente, buscar el efecto
beneficioso en la supervivencia, aspectos paliativos y evaluar las comorbilidades en

el momento de elegir el tratamiento (Armengol C, et al. 2017).

Las opciones terapéuticas posibles dependen del estadio y fase tumoral e incluyen

las siguientes:

1.2.2.1 CIRUGIA

De las opciones terapéuticas disponibles para el CHC, la cirugia (reseccién o el
trasplante de higado) es el tratamiento principal (Martinez J., et al. 2016), la
reseccion (extirpacion) quirargica se indica en pacientes con tumores sin limite de
tamafo, pero con atencion en la posibilidad de invasion vascular y formacion de
nédulos adicionales a mayor tamafio tumoral, este tratamiento es mejor cuando no
hay cirrosis dado que la posibilidad de llevarlo a cabo en este tipo de pacientes solo
es de entre 5y 10%, con una supervivencia de 5 afios (Armengol C, et al. 2017),
porque el riesgo de recidiva tumoral tras la reseccion es del 70% en ese periodo,
esta puede ser debida a una recurrencia consecuencia de la micrometastasis
(Martinez J., et al. 2016) o diseminacion tumoral con caracteristicas tumorales como
la invasion vascularmicroscépica, formacion de nédulos adicionales o tumores mal
diferenciados (Armengol C., et al. 2017), por otro lado, si aparece antes de los 2
afios se considera una recidiva y si aparece después se considera un «tumor de
novo» (Martinez J., et al. 2016), con un 60-70% y 30-40 respectivamente
dependiendo de la enfermedad hepatica subyacente) (Armengol C., et al. 2017).
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Para evitar la recidiva no se dispone de ningun tratamiento por lo que la estrategia
es incluir en lista de trasplante a aquellos pacientes que en la posible extraccion

quirargica tenga factores de mal prondstico (Armengol C., et al. 2017).

1.2.2.2 TRASPLANTE HEPATICO

Es el mejor tratamiento para pacientes con mdultiples tumores pequefios (<3
nédulos, <3 cm) o un tumor unico menor o igual a 5 cm, en pacientes no resecables
o complicaciones de hipertensién portal (Martinez J., et al. 2016; Armengol C., et al.
2017), sin importar el grado de disfuncion hepatica, sin afectacion vascular ni
extension extrahepatica, con lo cual la supervivencia a los 5 afios es del 70%
(Armengol C., et al. 2017). La mayor limitacion de este proceso es la falta de 6rganos
lo que incrementa la probabilidad de progresién tumoral y posible exclusién posterior
de la lista de espera por el inferior nUmero de donantes respecto a los candidatos,
por lo cual es crucial en el proceso de seleccion la correcta aplicacion de criterios
tanto de priorizacion como de exclusion, asi como la aplicacién de un tratamiento

coadyuvante durante la espera (Martinez J., et al. 2016; Armengol C., et al. 2017).

1.2.2.3 ABLACION

Este procedimiento es el tratamiento para pacientes en estadios precoces que no
son candidatos al proceso quirargico la reseccion ni el trasplante (Martinez J., et al.
2016; Armengol C., et al. 2017), con tumores menores a 2cm (la eficacia disminuye
a medida que aumenta el tamafio; Armengol C., et al. 2017). Los dos procedimientos
de ablacion mas empleados son la termoablacién por radiofrecuencia (RF) y la
inyeccién intratumoral de alcohol etilico (IIAE), evidencia dada por ensayos clinicos
aleatorizados y metaanalisis arrojan mayor beneficio de la RF comparado a la IIAE
(excepto en tumores <2 cm donde ambas técnicas son igual de efectivas) para
controlar la enfermedad y aumentar la supervivencia (Martinez J., et al. 2016;
Armengol C., et al. 2017). Sin embargo, no son unicos, existen otras técnicas que
aun no se puede generalizar su uso debido a que presentan un mayor coste y
complejidad técnica (Reig, M., et al. 2021), han sido menos desarrolladas y sus

estudios son aun escasos, como es la ablacién con microondas, que surge como
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procedimiento competidor de la RF por mostrar buena capacidad de necrosis
inclusive en tumores de mayor tamafio de acuerdo con lo reportado por diversos
estudios, los otros métodos ablativos incluyen laserterapia, crioterapia,
electroporacion, ultrasonido focalizado de alta intensidad o terapia de farmacos
activados por luz que se encuentran en estudio, pero no han arrojado resultados
satisfactorios (Martinez J., et al. 2016; Reig, M., et al. 2021; Armengol C., et al.
2017).

1.2.2.4 QUIMIOEMBOLIZACION.

Se trata de un tratamiento paliativo donde se realiza la cateterizacion selectiva de
la arteria que nutre el tumor a través de la arteria hepética, se administra por
inyeccidbn un agente quimioterapico que produce citotoxicidad y sustancias
embolizantes que inducen isquemia tumoral, con esta combinacién se retrasa de
forma significativa la progresion tumoral y la invasién macrovascular (Martinez J., et
al. 2016).

1.2.2.5 RADIOEMBOLIZACION.

En este tratamiento se da la administracion de sustancias radioactivas como el itrio
90, dentro de la arteria hepatica, ya que debido a la hipervascularizacion arterial del
tumor y el tamafio de las particulas de itrio 90, la infusién de estas propicia que se
depositen a nivel tumoral con lo cual emiten radiacion de alta energia y de baja

penetrancia que destruye las células tumorales (Martinez J., et al. 2016).

Para etapas mas avanzadas de CHC se emplean medicamentos oncoldgicos
tratando de detener tanto el crecimiento como el avance tumoral, dada la variedad
de agentes etiolégicos y multiples mutaciones sin una patognomonica especifica es
imposible inhibir el proceso tumoral del CHC mediante un tratamiento dirigido a una
Gnica diana terapéutica e incluso no existia tratamiento farmacologico especifico
para estos pacientes hasta el afio 2007 con la aparicion del Sorafenib que mejoré

la supervivencia de este grupo de pacientes (Martinez J., et al. 2016).
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1.2.2.6 QUIMIOTERAPIA

El agente estandar de tratamiento de primera linea para el CHC avanzado es el
Sorafenib'®, ademas de este farmaco, en los Ultimos afios se han evaluado diversos
agentes dirigidos a mecanismos moleculares especificos del CHC, la mayoria de
estos agentes son antiangiogénicos, inhibidores del ciclo celular o de los receptores
tirosina-cinasa, a su vez clasificados como tratamientos de primera linea que
incluyen Sunitinib, Erlotinib, Linifanib Lenvatinib y la combinacion de Atezolizumab
con Bevacizumab, por otro lado se tiene el grupo de segunda linea que incluye
Brivanib, Everolimus, Ramucirumab, Regorafenib, Cabozantinib (Reig, M., et al.
2021; Armengol C, et al. 2017).

1.2.2.6.1 FARMACOS DE PRIMERA LINEA.

Sorafenib es un inhibidor multicinasa de la cinasa Raf, la cual esta involucrada en
la proliferacion de células cancerosas, y también del receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular 2/-3 (VEGFR-2/-3) y del receptor beta del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) -B, que se sabe que estan involucrados
en la neovascularizacion peritumoral (Masafumi M., et al., 2018). Forma parte de la
familia de inhibidores de tirosina quinasa (Reig, M., et al. 2021), inhibe mdultiples vias
de sefalizacién y RTK, como la cinasa de raf, VEGF-R2, VEGF-R3 y PDGFR-3 con
lo cual se conduce a la inhibicibn de la angiogénesis, invasion y metastasis
(Katzung, B., y Trevor, A. 2019), ademas de incrementar la apoptosis, retrasar la
proliferacion celular y reducir la angiogénesis, tiene un buen perfil de seguridad, con
efectos adversos bien tolerados y manejables, siendo los frecuentes de tipo
dermatoldgicos, ademas de astenia, diarrea e HTA (Armengol C, et al. 2017).
Sunitinib Inhibe mudaltiples RTK, incluidos VEGFR1, VEGF-R2, VEGF-R3,
PDGFR-a y PDGFR-B con lo que se inhiben la angiogénesis, invasion y metastasis
(Katzung, B., y Trevor, A. 2019).

Erlotinib Inhibe la tirosina cinasa de EGFR que conduce a la inhibicién de la
sefalizacion de EGFR (Katzung, B., y Trevor, A. 2019).

Lenvatinib Forma parte de la familia de inhibidores de los receptores tirosina

cinasa (RTK) que inhibe selectivamente la actividad cinasa de los receptores del
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factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) VEGFR1 (FLT1), VEGFR2
(KDR) y VEGFR3 (FLT4), ademas de otros RTK relacionados con las vias
oncogénicas y proangiogénicas como los receptores del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) FGFR1, 2, 3y 4, y el receptor del factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDGF) PDGFR alfa, KIT y RET., cada uno de ellos se dirige a
dianas diferentes y presentan un perfil de seguridad propio (Reig, M., et al. 2021).
Atezolizumab es un inhibidor del ligando de muerte programada 1(PD-L1) lo que
evita que se transmita una sefal supresora a los linfocitos T y por tanto se reduzca
la proliferacion y disminuya la respuesta inmunitaria (Reig, M., et al. 2021; Nufez,
M., et al. 2022).

Bevacizumab se trata de un anticuerpo monoclonal contra VEGF (Reig, M., et al.
2021).

1.2.2.6.2 FARMACOS DE SEGUNDA LINEA

Brivanib: Es un inhibidor dual selectivo del VEGF y de los receptores del FGF que
estan implicados en la tumorigénesis y la angiogénesis del CHC (Llovet, J., et al.
2013).

Everolimus Este se une a la proteina 12 que se une a FK506, una inmunofilina
circulante, formando un complejo activo que bloquea el objetivo molecular de la
MTOR, componente clave de una compleja via de sefializacion intracelular
implicada en procesos celulares como la proliferacion, el crecimiento, la
angiogénesis y el metabolismo (Katzung, B., y Trevor, A. 2019).

Ramucirumab: Anticuerpo monoclonal, se une especificamente y con alta afinidad
al dominio extracelular de VEGFR-2, evitando la union de VEGF a su receptor (Reig,
M., et al. 2021).

Regorafenib: Es un inhibidor oral multicinasa que actiua bloqueando diferentes
cinasas, entre ellas la tirosina cinasa (TK) de molécula pequefia, que son participes
de la angiogénesis, la oncogénesis y el microambiente tumoral, tampoco se conoce
el mecanismo antitumoral preciso (Reig, M., et al. 2021; Armengol C, et al. 2017;
Katzung, B., y Trevor, A. 2019).
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Cabozantinib: Inhibidor tirosina quinasa que actia sobre multiples receptores como
VEGF 1, 2y 3, MET y AXL, entre otros (Reig, M., et al. 2021).

1.2.2.7 PACLITAXEL

El paclitaxel (PTX) es un éster alcaloide derivado del tejo del pacifico (Taxus
brevifolia) y el tejo europeo (Taxus baccata) (Katzung, B., y Trevor, A. 2019). EI PTX
es la quimioterapia sistémica o combinada para multiples tipos de cancer, incluido
el CHC, su efecto antitumoral eficaz es mediado por una variedad de mecanismos
ya que induce directamente dafio en el ADN y apoptosis, lo que lleva a la muerte
celular (Liu., et al. 2020), funciona en la fase M del ciclo celular y su mecanismo es
sobre el huso mitético a través de una union de alta afinidad a los microtubulos lo
que mejora la polimerizacion de tubulina promoviendo el ensamblaje de
microtubulos inhibiendo la mitosis y por tanto la division celular (Katzung, B., y
Trevor, A. 2019). En la figura 12 se muestra el esquema del mecanismo de accion
del PTX, se observa que, en las células en proceso mitético, el PTX evita la union
de los microtubulos a los cinetocoros, al encontrarse estos ultimos libres provocan
un paro mitético que la conduce su muerte por una catéstrofe mitética (Skubnik, J.,
et al. 2021).
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En resumen, el enfoque de la quimioterapia para el CHC incluye farmacos dirigidos
a mecanismos moleculares especificos, como los antiangiogénicos, los inhibidores
del ciclo celular o de los receptores TK, a su vez, se clasifican en tratamientos de
primera y de segunda linea dependiendo el progreso de la enfermedad y la
tolerancia a los otros farmacos por la generacion de una ineficacia de respuesta que
se debe, entre otros, al desarrollo de un mecanismo de resistencia farmacologico
gue es importante evitar para que la farmacoterapia sea efectiva (Armengol C, et al.
2017).

1.2.3 FACTORES QUE AFECTA EL TRATAMIENTO EN CHC
Ademas del dafio en el higado por el propio CHC y los estadios previos de la
enfermedad, parte de la ineficacia de los farmacos se debe a al desarrollo de

resistencia a la acciéon farmacolégica de estos, lo cual es necesario evitar o reducir
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mediante el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas o farmacos adyuvantes

para que la terapia sea mas efectiva (Reig, M., et al. 2021).

1.2.3.1 RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS (MDR)

Al hecho de que la mayoria de los pacientes tienen cirrosis y el propio CHC puede
afectar el metabolismo de los farmacos lo que aumenta el grado de toxicidad, se
considera al CHC como uno de los tumores mas quimiorresistentes (Martinez J., et
al. 2016) lo que genera una falta de respuesta al tratamiento y la recidiva de tumores
gue inicialmente eran sensibles a la farmacoterapia, por ello, la necesidad de
encontrar alternativas terapéuticas a la quimiorresistencia en las células tumorales
ha favorecido la investigacion de los mecanismos que la provocan y de potenciales
sustancias que sean capaces de inhibirla.

La definicién de quimioresistencia esta principalmente asociada con la resistencia
que pueden generar organismos patdbgenos a compuestos quimicos,
particularmente farmacos que a ciertas dosis son letales para su especie, por lo que
tienen mayor probabilidad de sobrevivir, reproducirse y heredar la resistencia a su
descendencia con un progresivo incremento hacia la adaptacion incluso total a

elevadas dosis del compuesto toxico (Astudillo, H., et al. 2010).

En el caso de los pacientes con tumores, ellos pueden inicialmente responder al
tratamiento con quimioterapéuticos convencionales, pero con elevada frecuencia se
producen resultados insatisfactorios que generan una recaida en su evolucion
producto de una mala respuesta al tratamiento farmacol6gico debido principalmente
a la adquisicion de una resistencia a multiples farmacos (MDR: multidrug resistance
por sus siglas en inglés) por parte de las células tumorales (Astudillo, H., et al. 2010;
Liu, X., et al. 2016). La MDR es un fendbmeno de ineficacia de la quimioterapia que
se produce cuando los tumores desarrollan resistencia cruzada a diversos farmacos
sin relacion estructural ni mecanica, y suele ser porque las células tumorales poseen

una serie de mecanismos celulares que las protegen contra los efectos citotoxicos
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de estos farmacos (A Ho, E., y Piquette, M. 2006), esto lo convierte en una limitacion
importante de la eficacia de la quimioterapia (Abbas, S., et al. 2019).

La elevada tasa de mortalidad en el CHC que se comporta como una relacion
cercana al 1:1 en comparacion con la incidencia, se debe al diagnéstico tardio, la
falta de un tratamiento adecuado y a la generacion de mecanismos de proteccion
hacia los agentes farmacolédgicos por parte de las células, esto ultimo es el motivo
por el que muchos pacientes en etapa avanzada que responden inicialmente,
desarrollan una mala respuesta a la quimioterapia, con mayor probabilidad de tener
recurrencia y disminuyendo la tasa de supervivencia (Liuu, L., et al. 2008; Wisnu,
Y.,y Aryandono, T. 2019). Se ha reportado la posible existencia de una asociacion
entre el desarrollo de MDR y una alterada expresion de diversos genes implicados
en las vias de transporte celular, metabolismo, mitogenia y supervivencia, por lo
cual existen diversos mecanismos de resistencia en las células cancerigenas (Ho,
E., y Piguette, M. 2006; Abbas, S., et al. 2019).

1.2.3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS

En la MDR se desarrolla una resistencia cruzada ante farmacos antineoplasicos
diferentes en estructura y funcion, dentro de los mecanismos mas comunes que
pueden suscitarse de forma independiente o combinada para generar la MDR en el
cancer se encuentran los cambios en la expresion de los objetivos terapéuticos
como la dihidrofolato reductasa, la timidilato sintasa y las topoisomerasas | y II,
cambios en el nivel y actividad de algunas enzimas metabdlicas como la glutation-
S transferasas (GST) y superéxido dismutasas, incremento de la tolerancia celular
al dafo y reparacion inducida por farmacos mediante alteraciones en genes o
proteinas como la p53 y la Bcl-2 involucradas en la apoptosis, pero, en el presente
trabajo nos centraremos en uno de los mecanismos principales y mas estudiados
en la MDR que es la sobreexpresion de las bombas de glicoproteinas
transmembrana pertenecientes a la superfamilia ABC o de cassettes de unién a
trifosfato de adenosina (ATP), en los cuales el ATP se hidroliza para transportar los
farmacos a través de un poro transmembrana (Ho, E., y Piquette, M. 2006; Abbas,
S., et al. 2019). En los humanos los transportadores ABC se expresan en diversas
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células y tejidos, principalmente 6rganos secretores y de absorcidbn como barrera
placentaria, tejido sanguineo, el higado, los rifiones, el intestino y la barrera
hematoencefélica, poseen importantes funciones fisioldgicas, farmacoldgicas y
toxicoldgicas siendo las més importante la funcidon protectora contra compuestos

enddgenos y exdgenos (Abbas, S., et al. 2019).

Los transportadores ABC se dividen en subgrupos, por ejemplo, la proteina
resistente al cancer de mama (BCRP, ABCG2, MXR o ABCP), las proteinas
asociadas a la resistencia a multiples farmacos (ABCC1, o MRP) y la glicoproteina
P clasica (P-gp, MDR1 o ABCBL1), la induccion de la MDR en las células cancerosas
se da por la sobreexpresion de estos transportadores, particularmente, la regulacion
a la alza de la P-gp favorece una mayor capacidad de bombear los antineoplasicos
al espacio extracelular con lo que se evita la acumulacién intracelular reduciendo
las concentraciones intracelulares terapéuticas (Liu, X., et al. 2016; Ho, E., y
Piquette, M. 2006; Abbas, S., et al. 2019).

1.2.3.2.1 GLICOPROTEINA P

La P-gp también conocida como miembro 1 de la subfamilia B del casete de unién
a ATP (ABCB1) y proteina de resistencia a multiples farmacos 1 (MDR1; Li, X., et
al. 2018) es una proteina ubicada en la membrana extracelular con peso de 170
kDa (Astudillo, H., et al. 2010; Ho, E., y Piguette, M. 2006; Chang, Y., et al. 2018;
Zhang W., y Ling V. 2000), fue aislada e identificada por primera vez en 1976 en
células de ovario de hamster chino resistentes a los medicamentos (Abbas, S., et
al. 2019; Fernandez, C., et al. 2004). En condiciones fisiol6gicas, esta proteina se
encuentra presente en diversos tejidos y organos como los rifiones, higado,
intestinos (yeyuno, ileon y colon), cerebro, tabulos renales, corteza suprarrenal,
conductos biliares y testiculos, sin embargo, se expresan niveles bajos en la
mayoria de los tejidos humanos, destacando su presencia en células de la médula
Osea positivas para CD34 y en linfocitos normales (Astudillo, H., et al. 2010; Ho, E.,
y Piquette, M. 2006; Chang, Y., et al. 2018; Zhang W., y Ling V. 2000; G. del Mora,

R., et al. 1998), dado que posee gran similitud proteinas transportadoras
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bacterianas como la hemolisina B, el sistema malk de E. coli y sistema hisP del
Staphilococcus typhimurium se sugiri6 poseia un mecanismo de accion como
transportador de membrana (Astudillo, H., et al. 2010), por lo que tiene una funcion
protectora del organismo al actuar como una bomba de salida desde el citoplasma
celular al espacio extracelular ante una amplia especificidad a diversas sustancias,
principalmente xenobidticos compuestos organicos anfipaticos, metabolitos de tipo
catidnicos, hidréfobas, metabolitos toxicos, toxinas, nutrientes, iones, péptidos,
hormonas esteroides y bloqueadores de los canales de calcio y quimioterapéuticos,
no iénicos voluminosos, como antraciclinas y alcaloides de la vinca, sustancias
lipofilicas y taxanos (Ho, E., y Piquette, M. 2006; Abbas, S., et al. 2019; G. del Mora,
R., et al. 1998; Fernandez, C., et al. 2004; Li, X., et al. 2018), cuando se
sobreexpresa, el nivel de la P-gp se relaciona con el origen y gravedad de la MDR
responsable de respuestas deficientes a la quimioterapia y la progresion del cancer
(Zzhang W., y Ling V. 2000; Mirzaei, S., et al. 2022; Fernandez, C., et al. 2004).

La P-gp es una glicoproteina con funcién de bomba de flujo dependiente de ATP
(Zhang W., y Ling V. 2000), consta de 1280 aminoacidos formada por dos mitades
pseudosimétricas cada una con un dominio transmembrana largo (TMD) y un
dominio de union a nucleétidos (NBD) intracelular, cada mitad presenta una parte
N-terminal hidrofilica (residuos 1-637) y una parte C terminal hidrofobica (residuos
638-1280), cada cadena cuenta con seis regiones transmembrana que le da una
estructura caracteristica de un poro de membrana, en la parte intracelular hay una
region hidrofilica a la que se liga una molécula de ATP y favorece su hidrolizacion,
lo que le confiere un mecanismo de accién dependiente de la energia dado que la
activacion de la proteina se da tras el enlace del farmaco con el sitio de unién en la
parte NBD intracelular, lo que produce alteraciones conformacionales para ser
liberado en el otro lado de la proteina (espacio extracelular) como se observa en la
figura 13 (Astudillo, H., et al. 2010; Ho, E., y Piquette, M. 2006; Chang, Y., et al.
2018; G. del Mora, R., et al. 1998; Mirzaei, S., et al. 2022).
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“* . Apoptosis

Muerte celular

Figura 13. Célularesistente a la quimioterapia por sobreexpresién de glicoproteina-P (P-gp)

Se han descrito dos tipos diferentes de P-gp en humanos codificadas por una
pequefia familia de genes llamada familia MDR y especificamente por los genes
MDR 1y 2, la clase 1 es la mas numerosa que confiere un fenotipo MDR por su
sobreexpresion y relacion con el transporte de farmacos en células tumorales (G.
del Mora, R., et al. 1998; Fernandez, C., et al. 2004). La expresion de esta proteina
en tejidos normales y lineas celulares MDR puede estar regulada a nivel
transcripcional, traduccional y postraduccional (Li, X., et al. 2018) por el ADN, ARNm
y proteina en diferentes niveles, sin embargo, la expresion y funcion de P-gp se ha
observado en células que no tienen un aumento aparente de ARNm o amplificacién
génica (Zhang, W., y Ling, V. 2000), tanto la expresion de ARNm como la expresién
y funcion de la P-gp estan influenciadas por compuestos endégenos y xenobidticos
(Fernandez, C., et al. 2004).

Los factores de transcripcién, es decir, proteinas que inician el proceso de
transcripcion relacionadas con la induccién de P-gp son p53, YB-1y NF-kB, su papel
regulador directo de P-gp se da al unirse a las regiones promotoras del gen MDR1,
mientras que las vias de sefalizacion que se asocian con la induccion de P-gp son

la PI3K/AKT, proteina quinasa activada por mitbgeno (MAPK) y sefializacién de
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Wnt/B-catenina (Li, X., et al. 2018), después de la transcripcién génica la P-gp se

modifica por fosforilacion y glicosilacion (G. del Mora, R., et al. 1998).

La fosforilacion ocurre en los residuos de serina y treonina por la proteina quinasa
C (PKC) a, sustancias activadoras de PKC, como el diacilglicerol y sus analogos,
aumentan la expresion del ARNm del gen MDR1 y reducen la acumulacion
intracelular de antineoplasicos adriamicina, vinblastina y daunomicina lo que genera
lineas celulares MDR, sin embargo, pese a que la fosforilacion de P-gp por PKC
puede ser necesaria para que funcione, también se ha observado que el estado de
fosforilacién de P-gp es independiente de su capacidad de transporte, por lo que la
PKC a través de la activacion de ras, puede desempefiar un papel en la induccion
del fenotipo MDR en células que estan bajo presion de xenobidticos (G. del Mora,
R., et al. 1998).
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2 ANTECEDENTES

Estudios epidemioldgicos han sugerido una estrecha correlacion entre la Rl con
cancer, incluido el de higado (Donadon V., et al. 2009; Wang, Y. G., et al. 2014; De
Fronzo R., y Ferrannini E. 1991) al ser la RI una condicién patolégica en la que la
funcién de la insulina esta alterada en los tejidos diana periféricos, tiene un papel
importante en la fisiopatologia de enfermedades metabdlicas que incluyen
obesidad, HTA, diabetes, dislipidemia, ECV y EHGNA (Farrell G. 2014; Tsugane,
S., y Inoue M. 2010).

Las personas con RI tienen una mayor probabilidad de desarrollar HGNA y
posteriormente cirrosis hepética que a su vez aumenta el riesgo de cancer de
higado (Kim JH et al., 2017; Wang, et al., 2012; Schlesinger S, et al. 2013), por otra
parte, reportes indican que la Rl ha demostrado ser un factor de riesgo
independiente que afecta a la supervivencia y recaida posquirdrgica de pacientes
con cancer (Feng Y., et al. 2011).

Los tratamientos con quimioterapéuticos convencionales produce con frecuencia
resultados insatisfactorios debido principalmente a la adquisicion de una MDR por
parte de las células tumorales, sin embargo, los mecanismos exactos de esta
resistencia a los antineoplasicos por parte de las células tumorales que pudiesen
ser inducidos por la Rl aln no se conocen bien.

Se ha sugerido que la MDR es causada por la regulacién al alza de la P-gp, lo que
conduce a una mayor capacidad de las células cancerosas para bombear
guimioterapéuticos del espacio intracelular al exterior de la célula, evitando asi la
acumulacion intracelular de farmacos. Y como anteriormente se menciond la
regulacion positiva de las proteinas antiapoptéticas y la via apoptoética anormal,
también estan involucrados en la MDR (Huesker M, et al. 2002).

Estudios recientes han demostrado que diferentes condiciones pueden modular la
expresion y la actividad de los transportadores MDR. Por ejemplo, la inflamacién
ocurre a través de un complejo proceso citologico y una serie reacciones quimicas,
en la mayoria de los microambientes tumorales puede jugar un papel critico en el
desarrollo del cancer y es capaz de alterar la expresién y funcion de los

transportadores MDR, las citocinas y las prostaglandinas son potentes mediadores
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inflamatorios que pueden modular la expresion de MDR a niveles transcripcionales
y postranscripcionales en la mayoria de los canceres y contribuir potencialmente a
equilibrar la biodisponibilidad de los agentes quimioterapéuticos, por ello es comun
que parte de las quimioterapias combinadas Utiles en una variedad de protocolos
de tratamiento del cancer incluyan glucocorticoides y los AINES, ademas de las
actividades antiinflamatorias de estos agentes, ejercen efectos moduladores sobre
la resistencia a farmacos mediada por MDR a través de mecanismos especificos
donde varios factores, incluidos los tipos de células y proteinas MDR, la
farmacocinética y la farmacogenética, influyen principalmente en los mecanismos
reguladores de la terapia antineoplasica (Mirzaei et al., 2019). En un estudio Liu X.,
et al., observaron que la RI contribuye a una posible generacién de MDR en células
HepG2 por medio de la activacion de la via de sefializacion PERK y la regulacion
positiva de Bcl-2 y P-gp, ellos encontraron inflamacion en el reticulo endoplasmico
de la linea HepG2/RI y al ser tratadas con un agente citotéxico como el cisplatino
mostraron niveles significativamente elevados de proteina 78 regulada por glucosa
(GRP78), proteina fosforilada (p-PERK), expresion elevada de la P-gp y la proteina
antiapoptotica Bcl-2, lo cual sugiere que la sobrexpresion de la proteina chaperona
GRP78 del RE induce fosforilacion de la quinasa PERK que activa la via de
transduccion de sefales de estrés del RE y generando sobreexpresion de Bcl-2 y
P-gp (Liu, X., et al. 2016). En otro estudio, Ho, E., y Piquette, M., realizaron una
revision indicando una posible regulacion de la MDR por citocinas proinflamatorias,
en ella se hace mencion de una sobreexpresion de la P-gp en procesos con
inflamacion croénica, declarando un efecto opuesto al observado en inflamacién
aguda donde hay una desregulacién de la expresién de esta proteina, por lo que se
sugiere emplear una terapia alternativa para el cancer enfocada en aumentar la
concentracion de los farmacos quimioterapéuticos en su sitio objetivo mediante la
modulacién de los transportadores inductores de MDR, prestando atencién a las
posibles terapias dirigidas a modular la expresion de citocinas (Ho, E., y Piquette,
M. 2006). A su vez, en Abbas, S., et al., realizaron una revision describiendo las
interacciones que pueden existir entre la via inflamatoria y la regulacién de la MDR

del cancer, lo que encontraron fue que diversos estudios realizados sobre citocinas
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proinflamatorias han mostrado que la expresion del gen MDR1, fue suprimida por la
administracion de IL-6 en hepatocitos primarios de rata y ratones in vivo, esto
sugiere que la expresion de la P-gp muestra una disminuciéon de mediada por
inflamacion, también sefalan el posible papel del TNF-a en la disminucion de la
expresion de P-gp hepatica de ratones inducida por endotoxinas, por otra parte,
encontraron que la actividad de P-gp y la transcripcion génica se redujeron en
células de CHC humano tratadas con IL-1p o IL-6 (Abbas, S., et al. 2019).

Liuu, L., et al., reportaron que la terapia con insulina restaura la funcion deteriorada
y la expresion de la P-gp en la barrera hematoencefélica de diabetes experimental,
ellos concluyen que el nivel apropiado de insulina podria desempefiar un papel
importante en el mantenimiento de la funcion normal de la barrera hematoencefélica
a través de la regulacién de la funcidén y expresion de P-gp en ratas diabéticas y
normales (Liuu, L., et al. 2008), por otra parte, Fernandez, C., et al., reportaron una
probable influencia de las citocinas proinflamatorias en la expresion y funcionalidad
de la P-gp, en esta revision se reporta que numerosos estudios han demostrado
una posible modulacién de la expresién y funcionalidad de diversas proteinas, entre
ellas a la P-gp (Fernandez, C., et al. 2004), asi mismo, en el 2018 se report6 que en
células de mamiferos, la via de sefalizacion de INK-AKT-NF-kB puede controlar la
expresion de la P-gp para atenuar la citotoxicidad del deoxinivalenol en ellas, Li, X.,
et al., sugieren que p53, YB-1, NF-kB (entre otras vias) estan involucradas en la
regulacion directa de P-gp al unirse a las regiones promotoras del gen MDR1
codificante de esta glicoproteina (Li, X., et al. 2018), por ultimo, Liu, R., et al., en una
revision proponen un vinculo clave que modula la MDR en las células cancerosas a
través de la activacion aberrante de la via PI3K/AKT que tiene un sinergismo con
NF-kB, mTOR y por tanto, un papel en la inhibicion de apoptosis, aumento del
crecimiento celular y metabolismo celular, a través de la expresién de proteinas
relacionadas con la apoptosis, transportadores ABC, sintesis de glucogeno y
regulacion de la glicolisis (Liu, R, et al., 2020).

Es precisamente por estas controversias reportadas, donde hay represion o

sobreexpresion de la P-gp y otros mecanismos MDR que es necesario aumentar la
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investigacion de la posible relacion entre la RI, la modulacién del NF-kB y la MDR
para comprender la regulacion fisiolégica de la P-gp y otros transportadores
involucrados en la MDR por parte de la RI, lo que sera clinicamente util para ayudar
a mejorar la eficacia del tratamiento y por tanto, la disminucion de la tasa de

mortalidad por cancer.
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3 JUSTIFICACION

El CHC es el sexto tipo de cancer en incidencia y el tercero en mortalidad a nivel
mundial. Dentro de los factores etiologicos se encuentran el HGNA y moléculas
proinflamatorias que modulan la actividad del NF-kB, un factor de transcripcion
relacionado con la defensa, supervivencia y proliferacion celular.

La elevada mortalidad del CHC se debe al diagnéstico tardio, tratamientos
inadecuados y la generacion de resistencia a la terapia farmacoldgica como el PTX,
por diversos mecanismos de defensa como la sobreexpresion de la P-gp que
incrementa la capacidad de las células cancerosas para expulsar a los farmacos
antineoplasicos al exterior de las células.

A su vez, estudios experimentales involucran que vias de sefializacion asociadas a
la Rl pueden estar implicadas en la modulaciéon del NF-kB, que, en su papel de
factor de transcripcion, se activa al translocarse al nucleo con lo que genera la
sobreexpresion de proteinas relacionadas con la defensa, el crecimiento y la
supervivencia de la célula, entre ellas la P-gp que tiene un importante papel en la
generacion de quimioresistencia al tratamiento del cancer.

Ademas, se ha sugerido que la mala evolucion de los pacientes con CHC se asocia
con alteraciones metabodlicas como la Rl y procesos inflamatorios en el higado, sin
embargo, los mecanismos exactos se desconocen.

Por lo que identificar la posible relacion de la Rl en la modulacion del NF-kB y la
posterior induccion de expresion de la P-gp que favorece el desarrollo de la MDR,
se convierte en un interesante motivo de estudio para la busqueda de blancos
terapéuticos que puedan ser considerados como adyuvantes o alternativos para el
tratamiento farmacolégico del CHC y con ello reducir el problema de resistencia a
la farmacoterapia y por tanto obtener mejores resultados que impacten en la salud

del paciente.
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4 HIPOTESIS

La induccion de resistencia a la insulina contribuye al desarrollo del fenotipo de

resistencia a multiples farmacos asociado a la activacion del NF-kB en células

HepG2 de carcinoma hepatocelular.

5 OBJETIVO GENERAL

5.1

Analizar el impacto de la induccion de resistencia a la insulina sobre el
fenotipo de resistencia a multiples farmacos y la modulacion del NF-kB en

células HepG2 de carcinoma hepatocelular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Validar la induccion de la resistencia a insulina en la linea celular HepG2/RlI
Analizar la expresion y localizacibn de P-gp asociada al fenotipo de
resistencia a mdltiples farmacos en células HepG2/Rl  por
inmunofluorescencia

Investigar el efecto de la reversion de la resistencia a insulina sobre el
fenotipo de resistencia a multiples farmacos en células HepG2/RI

Analizar la expresion y localizacion de NF-kB en células HepG2/RI por
inmunofluorescencia

Investigar el efecto de la estimulacion con insulina y PTX en la produccién y
liberacion de TNF-a en células RAW 264.7, mediante la cuantificaciéon de la
citocina por la técnica de Elisa.

Evaluar el efecto modulador de pioglitazona (farmaco insulinosensibilizante)
en la proliferacion de células HepG2 estimuladas con insulina y tratadas con
PTX.
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6 METODOLOGIA

6.1 CULTIVO CELULAR
Las células HepG2 fueron cultivadas en placa de 96 pozos, con medio Dulbecco's
Modified Eagle Medium Gibco™ (DMEM, Thermo Fisher Scientific) suplementado
al 10% suero fetal bovino (SFB, Biowest) y antibiético-antimicotico 100X Gibco™
(Thermo Fisher Scientific) para células HepG2/PTX. Todos los cultivos se
mantuvieron en condiciones estandar de cultivo, atmdsfera de didxido de carbono
(CO2) al 5% a 37°C de temperatura.

6.2 INDUCCION Y VALIDACION DE RESISTENCIA A INSULINA EN
CELULAS HEPG2

Se generd una linea celular derivada de células HepG2 denominada HepG2
resistente a la insulina (HepG2/RIl) de acuerdo con el protocolo previamente
establecido y validado por Rocha Garduiio et al., 2022.
La RI se indujo por exposicion de las células HepG2 parentales en medio DMEM
sin suplementar a una concentracién de insulina de 1x10° mol/L (previamente
determinada por Rocha Gardufio et al., 2022) durante 24 h, a 37 °C, en un ambiente
humidificado con CO:2 al 5%, como previamente fue reportado Liu et al., 2015. Las
células control no fueron expuestas a la insulina. Posteriormente, las células se
estabilizaron por 24 h en el medio correspondiente suplementado con SFB al 10%,

hasta la realizacion del experimento.

Para validar la correcta induccién de la Rl en las células HepG2/RlI, se analiz6 la
capacidad de captacion de glucosa. Para ello, las células HepG2/RI fueron
sembradas en placas de 96 pozos, donde se determind la capacidad de captacion
de glucosa utilizando el kit Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit (Cayman

Chemical, Item No. 600470) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Para la determinacion del contenido de lipidos intracelulares se llevé a cabo por
medio de la tincidn de rojo oleoso con base a lo descrito previamente por Liu, et al.,
en 2011, donde, posterior al tratamiento, las células fueron lavadas con PBS, se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS por 30 min, entonces las células
se tifileron con rojo oleoso (3 mg/mL) por 30 min, a temperatura ambiente, a
continuacion, se elimind el exceso de colorante lavando con agua destilada. Para
analizar de forma cuantitativa los lipidos celulares, se agreg6 isopropanol y se
recuperé el sobrenadante tefido, al cual se le midi6 la absorbancia por
espectrofotometria a 510 nm. El contenido de lipidos de las células HepG2/RlI, se

muestra como el cambio promedio respecto a las células control HepG2.

6.3 INDUCCION DE RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS.
Las células HepG2 control se mantuvieron sin ser expuestas a PTX, a su vez, se
genero una linea celular derivada que se denominé HepG2 MRD(HepG2/PTX), esta
MDR fue inducida por exposicion de la linea parental a diversas concentraciones
ascendentes de PTX. La induccion de MDR se realiz6 una vez obtenida la
confluencia celular deseada para la linea HepG2/PTX a la cual se le retiro el medio,
se hicieron lavados con PBS. Posteriormente se afiadié el medio sin suplementar y
las células se expusieron a la concentracion de PTX determinada durante 24 o 72h,
a 37°C, en CO2 al 5%. Una vez pasado el tiempo, las células HepG2/PTX se
estabilizaron en el medio correspondiente suplementado con SFB y antibiotico hasta

realizar los siguientes experimentos.

6.4 INMUNOFLUORESCENCIA DE LA P-GP Y DE NF-kB
Debido a la fuerte relacion como indicador y su papel en el desarrollo de la MDR se
determinara la expresion de la P-gp en las células HepG2, HepG2/RIl y HepG2/PTX,
para este procedimiento fueron sembradas 2x10* células de cada grupo en placas
de cultivo de 24 pozos que contenian cubreobjetos redondos de vidrio, se
mantuvieron por 24h a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente las células se fijaron con
PFA al 4% en buffer de Britton-Robinson (PEM), 15 minutos después se afiadié PFA
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con bicarbonato de sodio (PFA/NAHCO3) y se incubaron a temperatura ambiente
por 45 minutos, en seguida, las placas fueron enjuagadas con PBS y tratadas con
Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich), después, las células se incubaron con los
anticuerpos primarios de ratén anti-P-gp (1:100, sc-55510 Santa Cruz
Biotechnology) o anti-NF-kB p65 (1:500, Cell signaling), durante la noche a 4°C,
posteriormente se afiadio el anticuerpo secundario anti-raton (Alexa 647 1:500, A-
21235, Molecular Probes; o anti-rabbit segun sea el caso) y se incubaron una hora
a 37°C, finalmente las células se tifieron con Sytox Green (1:5000, S7020, Molecular
Probes) durante 10 minutos, se montaron y tomaron imagenes mediante
microscopia confocal. Los experimentos se realizaron por triplicado de forma

independiente

6.5 CUANTIFICACION DE TNF-a EN CELULAS RAW 264.7

6.5.1 CULTIVO DE CELULAS RAW 264.7
La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (ATCC®) se cultivd en medio
completo (medio DMEM suplementado con 5% de SFB) y bajo condiciones estandar

de cultivo en una atmésfera hiumeda con un 5% de CO2 a 37°C.

6.5.2 ESTIMULACION DE CELULAS RAW 264.7 CON LPS

Se sembraron células RAW 264.7 (2x10* células/pocillo) y se incubaron en placas
de 96 pocillos en 200uL de medio completo durante 24 horas a 37 °C con 5% de
CO:a.

Después de eso, se agregaron 10 pg/mL de LPS a todos los pocillos excepto a los
controles y se mantuvieron en incubacion por 2h. Posteriormente se realizaron los
siguientes tratamientos: a) PTX; b) Insulina y ¢) Metformina a concentraciones no
citotéxicas o vehiculo (DMSO, 0.5% v/v) o indometacina (84 uM) y se incubaron
durante 2h. Luego, se agrego PBS en los pocillos correspondientes a la condicion
basal. Finalmente, se recogieron sobrenadantes libres de células y se utilizd una

parte del volumen para la cuantificacion de TNF-a.
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La medicion cuantitativa de la produccion murina de TNF-a en los sobrenadantes
(medio de cultivo) se realizé utilizando el kit ELISA MAX™ DELUXE SET MOUSE

TNF-a, de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

6.6 DETERMINACION DEL INDICE DE RESISTENCIA A MULTIPLES
FARMACOS DE LAS CELULAS

Dado que el PTX es uno de los farmacos utilizados en el tratamiento del CHC y que
también se relaciona con la generacion de la MDR, se determiné la Clso de este
farmaco para identificar si las células HepG2/RI han desarrollado MDR y se
compararon con las células HepG2 y HepG2/PTX
El indice de resistencia al farmaco (DRI; por sus siglas en ingles) de las células se
determind mediante la razén: (Clso de PTX en la linea HepG2/PTX) /(Clso de PTX
en células HepG2) o (Clso de PTX de la linea HepG2/RI)/(Clso de PTX en células
HepG2).

Para obtener el calculo de la Clso, fueron sembradas 4000 células por pozo en una
placa de cultivo celular de 96 pozos a las cuales se les aplico un tratamiento de PTX
con concentraciones de entre 5nM y 300nM durante 48h, pasado este tiempo se
determiné el nimero de células viables con el kit de ensayo de proliferacion celular
CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, EE.UU), siguiendo las
instrucciones del fabricante a una absorbancia a 450nm usando un lector ELISA

automatico (Promega, Madison, WI, EE. UU.).

Los experimentos se realizaron por triplicado de forma independiente. Los datos se
analizaron en el programa estadistico Prisma 5.0 (Graphpad Software Inc.) y la Clso

se determiné mediante analisis de regresion lineal.
6.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis entre grupos se realiz0 la prueba t-student entre los grupos de

interés *p <0.05, **p <0.01, *** p<0.001 estadisticamente significativa.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 VALIDACION DE RESISTENCIA A LA INSULINA EN CELULAS HEPG2/RI

Las células HepG2/RI que fueron RI previamente fueron inducidas y generadas por
Rocha Gardufio et al., 2022 como se describe en materiales y métodos.

Para verificar la induccion de RI, se emple6 un analogo fluorescente de la glucosa
(NBD-glucosa) el cual fue internalizado por las células y cuantificado a través de un
citbmetro de flujo, los resultados se pueden observar en la figura 15 de la linea

HepG2.

En la figura 14, la linea color azul muestra el resultado obtenido al analizar la
captacion de glucosa de las células HepG2 sin el analogo fluorescente por lo que
su pico méaximo se localiza a la izquierda, cercano a 0, al agregar el analogo NBD-
glucosa a esta linea parental, la respuesta generada es una mayor captacion de
glucosa reflejada en un desplazamiento a la derecha (linea naranja), finalmente, la
linea roja es el resultado de la captacion dada en las células RI muestran una sefial
a la izquierda de la captacion de la linea parental indicando su baja capacidad de

internalizar la glucosa.

Poblacion de células
1 Células HepG2 sin NBD

A
CélulasHepG2

| |

Y s | Células HepG2/RI

NBD-Glucosa

Figura 14. Ensayo de captacién de glucosa por citometria de flujo de la linea HepG2 y
HepG2/RI.
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Una vez tratadas las células con insulina, se confirmd que existia un estadio de
resistencia a la accion de esta con la cuantificacion del NBD-Glucosa que es un
analogo marcado con fluorescencia empleado para evaluar la absorcion de glucosa
por células o tejidos vivos (Cayman. 2015), la linea HepG2/RI en color rojo muestra
una menor fluorescencia en comparacion a la linea control (color naranja), esta
diferencia confirma la induccion de una resistencia a la accion de insulina al impedir
la correcta internalizacion de la glucosa por una posible alteracion en el receptor o
la via de sefalizacion de la insulina. Estos resultados corroboran que las células
HepG2/RI son RI.

Investigaciones previas como la realizada por Levy, J., y Belsky, M. 1990,
mencionan que la linea celular HepG2 es uno de los modelos celulares establecidos

para estudiar la fisiologia de la RI.

Ademas, es conocido que el incremento en la produccién de lipidos intracelulares
es una de las caracteristicas principales de Rl hepética, por lo que para validar mejor
el estadio de Rl inducido en las células HepG2, analizamos el contenido de lipidos
intracelulares presentes en las células, como se puede observar en la figura 15 la
cantidad de lipidos intracelulares incremento de forma significativa después del
tratamiento con 10 mol/L de insulina por 24 horas.
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Figura 15. Analisis del contenido de lipidos intracelulares en células HepG2 y HepG2/RI. *p
<0.05

7.2 EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA P-GP EN CELULAS RI

En cancer de higado la Rl se ha relacionado con un mayor riesgo del desarrollo,
progresion de la enfermedad y una mayor tasa de recurrencia después del
tratamiento (Feng, Y., et al., 2011).

Se ha demostrado que la Rl puede afectar la via de sefalizacion celular que regula
la apoptosis (muerte celular programada), lo que podria disminuir la sensibilidad de
las células cancerosas a la quimioterapia y aumentar la probabilidad de generar una
MDR (Yang, L., et al. 2018).
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La relacion entre la Rl y la deficiente respuesta a la farmacoterapia por el desarrollo
de la MDR no estd completamente comprendida, sin embargo, algunos estudios
sugieren que la Rl puede estar participando en el desarrollo de MDR a los agentes
antineoplasicos utilizados en la quimioterapia de ciertos tipos de cancer (Li W et al.,
2019).

Uno de los mecanismos involucrados en la generacion de la MDR responsable de
respuestas deficientes a la quimioterapia de farmacos antineoplasicos como el PTX
y la progresién del cancer, es la sobreexpresion de la P-gp (Mirzaei, S., et al. 2022;
Fernandez, C., et al. 2004), por lo que es comun que la gravedad de la MDR se
relacione con el nivel de la P-gp expresado (Zhang W., y Ling V. 2000). Por ello, el
presente trabajo se enfoco en la busqueda de la posible relacién que existe entre la
activacion aberrante de las vias de sefializacion intracelular asociadas con la RI,
vias inflamatorias y la sobrexpresion de la P-gp involucrada en el mecanismo de la
MDR. Por lo que fue de nuestro interés analizar la expresion y localizacién de P-gp
en las células HepG2/RI en comparacion con las células HepG2 y también en
comparacién con un control positivo de células MDR, la linea HepG2/PTX.

Los resultados del analisis de la expresion y localizacion de la P-gp se muestran en
la figura 16, en las filas de esta figura se tienen las lineas celulares evaluadas
(HepG2, HepG2/Rl y HepG2/PTX; en orden descendente), en la columna 1 (de
izquierda a derecha) se observa un ejemplo de cumulo celular, en la columna 2 el
cumulo celular tefiido con colorante Hoechst que es un fluorocromo con capacidad
permeable a la membrana plasmatica por lo que ingresa en todas las células, donde
distingue el nucleo al tefiir el ADN con una especificidad por los pares de bases A-
T (G. del Mora, R., et al. 1998), en la columna tres la fluorescencia emitida por la
presencia de la P-gp y en la cuarta columna se muestra la combinacion del resultado
de la tincion de nucleos con Hoechst y de la fluorescencia de la P-gp, lo cual permite

ubicar la localizacion de la expresion de las proteina de interés.
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Figura 16. Expresion y localizaciéon de la P-gp en las lineas celulares HepG2, HepG2/RIl y
HepG2/PTX

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 16 una expresion baja de P-gp
en las células HepG2. De manera interesante las células HepG2/RI mostraron un
incremento en la fluorescencia asociada a la expresion de P-gp en comparacion con
las células HepG2 control, ademas el resultado del Merge en las células HepG2/RI
muestran la localizacién de P-gp en la membrana lo cual esta relacionado con su
activacion funcional y por tanto, con el fenotipo de resistencia a la MDR. Por su parte
analizamos la expresion y localizacién de P-gp en las células HepG2/PTX que son
unas células control positivo a MDR por ser resistentes a PTX, las cuales fueron
obtenidas por Sanchez et al., 2022, después de ser sometidas a tratamientos
crecientes de PTX, los resultados muestran una clara sobreexpresion de P-gp y su
localizacion en membrana de las células lo cual es un indicativo del fenotipo de
MDR.
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Como se ha mencionado la resistencia al tratamiento quimioterapéutico puede
verse impactado por la Rl y algunos reportes indican que pacientes con DM2 se
relacionan con peores resultados de respuesta al tratamiento farmacoldgico del
CHC. Feng, Y., et al., 2011, analizaron el efecto terapéutico de la quimioterapia
intraarterial en pacientes con CHC con o sin DM, encontraron que de los 52
pacientes con CHC avanzado 14 eran diabéticos y 38 no diabético, ambos grupos
se sometieron a quimioterapia intraarterial con cisplatino y fluorouracilo, los
pacientes no diabéticos tenian una tasa méas baja de progresion de la enfermedad
del6 % frente al 43 % de los diabéticos p= 0.039. La mediana del tiempo hasta la
progresion fue significativamente mayor en los individuos no diabéticos (mediana
de 206 dias) en comparacién con los diabéticos (mediana de 88 dias; p= 0.02),
estos resultados mostraron que la quimioterapia intraarterial aplicada para el
tratamiento del CHC fue menos eficaz en pacientes diabéticos, ademas, en la linea
celular HepG2, la insulina fue méas importante para promover la proliferacién celular
y mejorar la resistencia a los medicamentos cisplatino o fluorouracilo en

comparacion a la glucosa (Feng, Y., et al., 2011).

7.3 DETERMINACION DEL INDICE DE RESISTENCIA A PTX EN LAS
CELULAS HEPG2/RI.
Nuestros resultados anteriores muestran un incremento en la expresion de P-gp en
las células HepG2/RI respecto a las células HepG2 parentales, sugiriendo que la R
contribuye al desarrollo de un fenotipo de MDR asociado a la sobreexpresion de P-
gp, proteina que juega un papel importante en el desarrollo de esta resistencia a

diversos agentes antineoplasicos.

La sobrexpresion de la P-gp esta asociada con la expulsiébn del farmaco
antineoplasico por lo que es requerida una mayor concentracion del farmaco en
comparacion a la inicial para lograr el mismo efecto citotoxico en las células
cancerosas. Por lo anterior, para identificar si el incremento de la expresion de la
P-gp que se observo en la figura 16 del presente trabajo esta asociada al fenotipo
de RI, se procedi6é a determina la Clso, es decir, la concentracion del farmaco PTX
que es necesaria para inhibir el crecimiento celular a la mitad (Aykul S., y Martinez,
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E. 2016), este dato permite conocer la potencia de un farmaco o la capacidad de
respuesta a este, por lo que con el fin de conocer si la Rl por si sola presenta una
induccion de resistencia a la accion de PTX, se compararon la linea control negativo
a MDR HepG2 parental, la linea de prueba HepG2/RI y la linea control positivo a
MDR HepG2/PTX, esta ultima fue tratada con concentraciones ascendentes de PTX
con el fin de inducir una resistencia controlada y asi emplearla como un control

positivo de una linea cancerosa MDR.

En la tabla 1, se observo que la Clso de las células HepG2 parentales fue de 25nM,
mientras que la Clso de las células HepG2/PTX se incremento a 150nM, la linea de
prueba que fue HepG2/RI requirié una Clso de 50nM, con este dato se pudo obtener
el indice de resistencia a farmacos (DRI), que fue de 6 para la linea HepG2/PTX y
de 2 para la linea HepG2/RI, ambos valores en comparacion a la linea parental, el
valor del DRI es indicador de cuantas veces mas es resistente al farmaco la linea
celular evaluada en comparacion con su linea celular original, el valor del DRI
obtenido serd indicativo de la sensibilidad de la linea celular al farmaco,
clasificandose segun el DRI de 0 a 2, >2 a 10 y >10 como sensibles a los
medicamentos, moderadamente resistentes y altamente resistentes a los

medicamentos respectivamente.

Tabla 1. Concentracidn inhibitoria media [Clso] de las células.

Células PTX [Clso] “DRI
HepG2 25nM
HepG2/RI 50nM 2
HepG2/PTX 150nM 6

*DRI = indice de resistencia a farmacos

Si bien el DRI es un indicativo de la sensibilidad a los medicamentos, el valor que

presentan las células HepG2/RI en comparacion con la linea parental fue de 2 por
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lo que es necesaria el doble de la concentracion del PTX para lograr inhibir la
viabilidad celular en un 50%, el mismo DRI indica que la linea resistente a PTX ya

era capaz de resistir hasta 6 veces la Clso de la linea parental.

El incremento en la Clso requerida para la linea HepG2/RI sugiere un posible efecto
de MDR que podria ser explicado por una mala regulacién de la funcion y expresion
de P-gp, donde la RI estaria contribuyendo en la induccién del desarrollo de la MDR
en células HepG2 por medio de la activacién aberrante de vias de sefializacion
asociadas a la insulina (Liu, X., et al. 2016), citocinas proinflamatorias (Ho, E., y
Piquette, M. 2006; Fernandez, C., et al. 2004), mismas que también tendrian la
capacidad de regular la MDR a través de la transcripcion génica, expresion y la
actividad de la P-gp (Abbas, S., et al. 2019).

7.4 ANALISIS DEL EFECTO DE LA REVERSION DE LA RESISTENCIA A LA
INSULINA SOBRE EL FENOTIPO DE RESISTENCIA EN CELULAS
HEPG2/RI.

Una vez que observamos que la induccion de RI promueve la expresion de la P-gp
e incrementa la Clso de PTX en las células HepG2/RlI, nos interesé verificar que este
proceso de generacion de MDR estuviera relacionado con la alteracion aberrante
de vias de sefalizacion intracelular afectadas por la Rl por lo que investigamos que
efecto tendria sobre el fenotipo HepG2/RI, el aplicar un tratamiento

insulinosensibilizante que logre revertir la resistencia a esta hormona.

La metformina, un farmaco ampliamente recetado para el tratamiento de la DM2, es
uno de los moduladores metabdlicos mas ampliamente reconocidos, ademas de
otras propiedades moleculares como la inhibicion de ROS, de la via mMTORC1 y
la activacion de AMPK, mecanismos que han sugerido su posible utilidad como
agente antitumoral (Quin B., et al. 2013; Morales, D., y Morris, A., 2015), por lo que

decidimos evaluar el efecto de PTX en combinacion con metformina para analizar
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este ultimo farmaco mostraba algun efecto en la reversion del fenotipo MDR de la

linea HepG2 generado por sobreexpresion de la P-gp.

En este sentido continuando con los experimentos, las células fueran tratadas con
metformina 2mM, tratamiento previamente determinado por Rocha Gardufio et al.,
2022, el cual se ha relacionado a la reversion de la RI en células
insulinodependientes como las de higado. Los resultados (figura 17) muestran que
la Clso de PTX en las células HepG2/RI disminuyo cuando estas fueron tratadas con
metformina lo cual sugiere una posible reversion de la MDR o la potencializacion

del efecto antineoplasico del PTX.
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Figura 17. Respuesta en la viabilidad celular de las células HepG2/RI al administrar
metformina con PTX.

Posteriormente analizamos el efecto del tratamiento con PTX combinado con
metformina en la linea celular HepG2/PTX resistente a PTX, de manera interesante
observamos que disminuyo la Clso de PTX, lo que sugiere que el tratamiento
farmacoldgico combinado, sensibilizo a las células al efecto citotoxico del PTX como
se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Respuesta en la viabilidad celular de las células HepG2/PTX al administrar
metformina con PTX.

Otros reportes han demostrado que el efecto principal de la metformina de revertir
la RI podria aumentar también la sensibilidad del paciente a los farmacos
guimioterapéuticos, lo que reduce tanto la progresion de los tumores y mejora el
prondstico del paciente. Esto podria se indicador de una posible correlacidon entre la
Rl y la tolerancia tumoral a los quimioterapéuticos. Un estudio confirmo que la RI
confirié resistencia tumoral a varios farmacos quimioterapéuticos, como cisplatino,

5-fluorouracilo, vincristina y mitomicina (Liu X. et al. 2016).

Por su parte hay estudios que muestran que la radiosensibilizacion con metformina
de las células de cancer de pancreas en una concentracion micromolar actda a
través de la AMPK, indicando que la metformina puede aumentar la eficacia de la
radioterapia para el cancer de pancreas (Fasih, H., et al. 2014).

El otro estudio Chai et al.,, 2015 investigaron el papel de la metformina en la

quimiorresistencia de las células de cancer de pancreas a la gemcitabina y los
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posibles mecanismos celulares y moleculares, encontraron que la metformina
aumenta la sensibilidad de las células de cancer de pancreas a la gemcitabina, por
la supresién de la activacion de la sefializacion de P70S6K a través de la inhibicion
de la fosforilacion de ERK. Estudios de muestras de tumores primarios revelaron
una relacion entre la activacion de la sefializacion de la P70S6K y la malignidad del
cancer de pancreas, misma que en ese estudio, a través del analisis de los datos
clinicos del estudio mostro una tendencia en el beneficio de la metformina para los
pacientes diabéticos con cancer de pancreas la quimiorresistencia del cancer de
pancreas (Chai et al., 2015).

Sin embargo, los mecanismos exactos de resistencia de las células tumorales
inducidas por IR a los quimioterapéuticos aun no se conocen, por ello, procedimos
a corroborar su relacion con la expresion y localizacion del NF-kB, un factor de
transcripcion importante en el proceso inflamatorio, supervivencia y proliferacion

celular.

7.5 ANALISIS DE LA EXPRESION Y LOCALIZACION DE NF-KB EN
CELULAS HEPG2/RI

La activacién del factor de transcripcion NF-kB es un evento comudn en muchos tipos
de céancer, incluyendo el de higado, esta molécula esta implicada en la regulacion
de la supervivencia celular, la inflamacion y la respuesta inmunolégica, algunos
reportes sugieren que la Rl puede activar directamente la via de sefializacién del
NF-kB, lo que a su vez puede promover la defensa, proliferacion y supervivencia
celular en el cancer. ademas, la Rl también puede aumentar la produccion de
citocinas proinflamatorias, que al mismo tiempo pueden activar la via del NF-kB en

el cancer de higado convirtiéndose en un circulo constante de activacién mutua.

Por tal motivo nos interes6 analizar el efecto de la RI sobre la activacion de NF-kB,
para lo cual mediante la técnica de inmunofluorescencia, se analizé la expresiony
localizacion del NF-kB en los grupos celulares, los resultados se muestran en la

figura 19, observamos que en las células HepG2 hay una expresion tenue y la
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localizacion de NF-kB es en la membrana celular, mientras que en las células
HepG2/RI con una resistencia a la accion de la insulina, se observé un incremento
en la expresion del NF-kB y a su vez, la traslocacion al nacleo de algunas células
se ve incrementada, recordando que la traslocacion de NF-kB al ndcleo se asocia
con su activacion que conlleva a desarrollar sus funciones como factor de

transcripcion.

Control Hoechst NF-kB Marge

h . . .
HepG2/RI+ -
Metformina 2mM A

Figura 19. Expresion y localizacion del NF-kB en las lineas celulares HepG2 y HepG2/Rl y

HepG2/RI

HepG2/RI tratadas con metformina 2mM

Esto sugiere un posible vinculo entre la Rl y la inflamacion, a traves de las citocinas
en células de mamiferos que se puede explicar por la activacion aberrante de vias
de sefalizacion intracelulares como la via PI3K/AKT que tiene un sinergismo con el
NF-kB o con mTOR, estas vias de sefializacion y factores de transcripcion tienen
un importante papel en la inhibicion de apoptosis, aumento del crecimiento celular

y metabolismo celular a través de la expresion de proteinas relacionadas con la
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apoptosis, transportadores ABC (que incluyen a la P-gp), sintesis de glucégeno y
regulacion de la glicolisis, es posible que la induccion de la RI en las células
promueva la activacién de otros receptores como el IGFS o que las vias alternativas
relacionadas con moléculas inflamatorias generen una activacion atipica de las vias

intracelulares que culminan con la defensa de la célula neoplasica.

Reportes indican que la metformina puede potenciar la eficacia de la quimioterapia
y la radioterapia en el cancer mediante la reduccion de los niveles de citocinas
proinflamatorias y la regulacion de la expresion de genes implicados en la
inflamacion y la supervivencia celular (Strekalova, E., et al. 2017).

Por otro lado, Boursi, B et al., en 2017 demostraron que la metformina inhibe la
proliferacion de células de mieloma al estimular la apoptosis y la detencion del ciclo
celular mediante un mecanismo que implica la doble inhibicién de las vias mTORC1
y mTORC2 mediadas por la activacion de AMPK. En 2018, Wang, Y. et al., indican
que la metformina inhibe la expresién de una variedad de vias de sefializacion como

IGF1, PIBK/AKT que regula la proliferacién celular.

Por lo que nos interesd observar el efecto que pudiese tener la metformina como
farmaco insulinosensibilizante, sobre el NF-kB, para ello se realiz6 un tratamiento a
las células HepG2/RI con metformina 2nM. Los resultados muestran un incremento
en la localizacion de NF-kB en la membrana asociado a su forma inactiva,
sugiriendo que la RI contribuye a la activaciéon de NF-kB.

Normalmente, los miembros de NF-kB se mantienen inactivos en el citoplasma
mediante la unidon con moléculas inhibidoras de la familia IkB, pero, en respuesta al
estimulo adecuado como las citocinas o agentes que dafian el ADN incluidos
farmacos quimioterapéuticos (Pahl H. 1999; Karin M. 1999), las moléculas de IkB
se fosforilan en dos residuos criticos de serina por IKK, finalmente el NF-kB libre
ingresa al nucleo y activa la transcripcion de una variedad de genes que participan
en la defensa celular, incluyendo la respuesta inmunoldgica e inflamatoria, la
adhesion celular, el control del crecimiento y la apoptosis (Liu, R, et al., 2020;
Auphan N. et al. 1995; Di Donato J., et al. 1997; Chu Z., et al. 1999; Israel A. 2010).
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Por lo anterior, nuestro interés se centrd en comparar el efecto que puede tener el
PTX sobre el NF-kB en los grupos de células HepG2 y HepG2/RlI, esto con el fin de
observar sila RI repercute de alguna manera en la activacioén del mencionado factor

de transcripcion.

Los resultados presentados en la figura 20 muestran que la expresion del NF-kB en
la linea HepG2 fue en citoplasma, de manera interesante en esta figura se tiene que
al aplicar el tratamiento con PTX en la linea celular HepG2/RI se potencializé la
expresion del NF-kB y, ademas, su presencia se asocia con su activacion dado que

su localizacion fue mayormente en el ndcleo celular.
Si bien en lalinea celular HepG2 tratadas con PTX (15nM) se observa la localizacién
de NF-kB en nucleo, el efecto en la linea celular HepG2/RI tratada con PTX fue mas

significativo, lo que indica una mayor activacion de este factor de transcripcién en

una linea resistente a la insulina al responder a un agente citotoxico como el PTX.

Control Hoechst NF-kB Marge

HepG2

HepG2+PTX

HepG2/RI
+ PTX
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Figura 20. Expresion y localizacién del NF-kB en las lineas celulares HepG2 y HepG2/RI
tratadas con PTX.

Nuestros resultados corroboran que el tratamiento con PTX promueve la activacion
del NF-kB y que la RI contribuye significativamente en la activacién de este al aplicar

un tratamiento con PTX.

La activacion de la via del NF-kB es esencial para llevar a cabo la transcripcion de
genes involucrados en la respuesta inflamatoria y la supervivencia y proliferacion
celular, entre otras funciones relacionadas con la respuesta inmunologica, por
ejemplo, el TNF-a que es una citocina proinflamatoria, cuando se une a su receptor
especifico en la superficie celular, activa una cascada de sefalizacién intracelular
gue culmina con la activacion de la cinasa IKK y conduce a la fosforilacion e
inhibicion del IkB por tanto translocando al ndcleo al NF-kB y activando la

transcripcion de genes diana.

7.6 CUANTIFICACION DE TNF-a

Por lo anteriormente mencionado, nuestro interés se centr6 en analizar TNF-a en la
linea de células macréfagos RAW 264.7, bajo las siguientes condiciones: C (Control
sin tratamiento); LPS (tratadas con lipopolisacarido 10 pg/mL), PTX (10nM) e
Insulina (1uM) o en combinacién de estos tratamientos. Las figuras 21A y 21B

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 21. Niveles de TNF-a células RAW 264.7. A) Control sin tratamiento, LPS 10pug/mL, PTX
10nM e Insulina 1uM; B) Control sin tratamiento, LPS 10ug/mL, LPS + PTX 10nM e LPS +
Insulina 1uM. La prueba estadistica realizada fue t-student *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001. ns:

no estadisticamente significativo.

Los resultados presentados en la figura 21A muestran un incremento en los niveles
TNF-a cuando los macréfagos se estimulan con LPS, un antigeno componente de
la pared celular de las bacterias gran negativas que se une al receptor TLR4 en la
superficie de los macréfagos y otras células del Sl, al generarse esta union, se activa
una cascada de sefializacion intracelular que lleva a la produccién de TNF-a, por lo
gue el tratamiento con LPS en el presente experimento fue un control positivo en la
produccion de esta citocina. Algunos reportes sugieren que la activacion de TLR4
se asocia con guimiorresistencia, por lo que nos interesé indagar el efecto de
tratamientos con el antineoplasico PTX sobre la produccion de TNF-a en la linea
celular RAW 264.7. Nuestros resultados muestran figura 21A que el tratamiento con
PTX, incrementd la produccion de TNF-a respecto al control sin tratamiento de
manera estadisticamente significativa. Sin embargo, aunque se ve un incremento

sobre los niveles de TNF-a en el tratamiento con insulina este incremento no fue
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estadisticamente significativo, pero en el tratamiento combinados de PTX+insulina

se observa un incremento de TNF-a estadisticamente significativo.

En la figura 21B muestra los resultados de la produccion de TNF-a inducida como
respuesta al LPS en combinacion con PTX, insulinay PTX + insulina, los resultados
muestran que las respectivas combinaciones con LPS muestran una diferencia

estadisticamente significativa respecto al control de la estimulacién con LPS.

Reportes asocian que la activacion de TLR4 da como resultado la activacion de la
ruta de sefial de NF-kB y la induccién de la expresién de citoquinas proinflamatorias
como TNF-a (Byrd-Leifer C., et al. 2001; Li Y, et al. 2014). También se ha reportado
que la sefalizacion del TLR4 en las células tumorales puede reducir
significativamente la eficacia terapéutica al promover la inflamacién crénica, la
angiogénesis y la recuperacion de las células dafiadas, por lo que estos estudios
sugiere que el bloqueo de la sefalizacion de TLR4 durante la terapia con
antineoplasicos es esencial para aumentar la capacidad de respuesta de tumores
primarios a los tratamientos farmacologicos y prevenir la recaida en sitios

secundarios (Zainik et al., 2009).

Por otra parte, la activacion de los TLRs por insulina en macréfagos es un area de

investigacion emergente en el campo de la inmunometabolismo.

Algunos estudios sugieren que la activacion de los TLRs por insulina en macréfagos
puede tener un efecto negativo en la salud metabdlica y por tanto, aumentar el
riesgo de enfermedades metabdlicas como la obesidad y DM2, por tal motivo
efectuamos la evaluacion del efecto de insulina sobre la activacion de TNF-a.
Nuestros resultados muestran en la figura 22A observamos PTX y la combinacién
de insulina + PTX incremento los niveles de TNF-a, respecto a los tratamientos

individuales.
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En general estos resultados sugieren que PTX promueve la activacion de los TLR4
lo que podria estar asociado a la quimioresistencia al aumentar la respuesta de

defensa en las células a las que se dirige.

Existen reportes que indican que la activacion de TLR4 en los hepatocitos
contribuye a la inflamacion y el desarrollo de Rl asociadas a la obesidad (Jia L., et
al., 2014).

El siguiente objetivo fue analizar el efecto que pudiesen tener los tratamientos de
insulina, PTX e insulina + PTX en combinacion con la estimulacion con LPS en los
macréfagos. Los resultados mostrados en la figura 22B indican un incremento en la

produccion de TNF-a respecto al estimulo Unicamente con LPS.

Estos resultados sugieren que los tratamientos con PTX e insulina podrian aumentar
la expresion y/o activacion de TLR4 en los macréfagos, lo que lleva a una mayor
sensibilidad a los ligandos de TLR, como el LPS y por tanto, incrementar la
respuesta de los macroéfagos reflejada en un aumento de la produccion de citocinas
proinflamatorias, como el TNF-a.

Estudios asocian que el TLR4 incrementa la resistencia al PTX en células de cancer
de mama humano al activar la via NF-kB, esto conlleva a la transcripcidén de genes
proinflamatorios que alteran el microambiente tumoral (Rajput S., Volk L., y Ran S.
2013). Un estudio en células de cancer de ovario indica que la activacion del TLR4
por LPS o PTX puede promover la supervivencia del tumor y aumentar la resistencia
a la quimioterapia en estas células, sugiriendo que la que la inhibicién de la
sefalizacion del TLR4 podria mejorar la respuesta a la farmacoterapia

antineoplasica (Szajnik M., et al. 2009).

Berguetti et al., en otro estudio de 2019, en lineas celulares de cancer cervicouterino
resistentes sugieren que el TNF-a modula la expresion de la P-gp, lo que contribuye
a la proliferacién celular y podria inducir la transformacion de células no tumorales

adyacentes a través de vesiculas extracelulares.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo, aunado a lo reportado por otros
grupos de investigacion en el tema, son importantes para comprender el vinculo que
existe entre RI, inflamacion y el desarrollo de MDR en céncer, particularmente en el
CHC.

7.7 EFECTO DE PIOGLITAZONA (INSULINOSENSIBILISANTE) EN
COMBINACION CON PTX

La activacion de la via de sefializacion del NF-kB es un mecanismo comun en la
resistencia a diversos tratamientos contra el cancer, ademas este factor de
transcripcion juega un papel clave en la regulacion de la inflamacion y la respuesta
inmunologica (Labbozzetta M., et al. 2020; Abdin S., et al. 2021; Liu, T., et al. 2017).
También se ha encontrado que la activacion crénica de NF-kB puede contribuir al
desarrollo de la RI, dado que la activacién del NF-kB puede darse por diversas
causas como el estrés oxidativo y la inflamacién, es posible que la activacion del
NF-kB pueda disminuir la expresion de los INSR en las células y reducir la

sensibilidad de los tejidos insulinodependientes a esta hormona (Baker et al., 2011).

Por lo anteriormente visto, la inhibicion del NF-kB puede reducir la inflamacion, la
respuesta inmunoldgica y también se ha asociado con la modulacién de la RI, por
lo que este factor de transcripcion ser una potencial diana terapéutica.

Tanto el NF-kB como el proliferador de peroxisomas (PPAR), especificamente para
este trabajo, el gamma (-y), son reguladores importantes de la inflamacién y la
respuesta inmunoldgica en el cuerpo humano.

Los receptores de los PPAR son una familia de sensores criticos de lipidos, asi
como reguladores de diversas vias metabdlicas, es justo por esta cualidad de
moléculas con propiedades reguladoras metabdlicas es que se ha hecho que
moduladores de estas se empleen ampliamente en el tratamiento de numerosas
enfermedades, incluida la dislipidemia, DM2, otros trastornos metabdlicos y, en

afos recientes, estan sumergiendo en su asociacion con el cancer (Cheng HS et
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al., 2023). Algunos reportes indican que la activacion de los PPAR-y inhibe
potentemente la actividad transcripcional de NF-kB en musculo esquelético (Remels
A., et al., 2009). Asi mismo, la activacion de PPAR-y por ligandos especificos como
las tiazolidinedionas, puede disminuir la actividad de NF-kB y, por tanto, la expresion

de genes proinflamatorios (Liu C., et al., 2020).

La pioglitazona es un medicamento antidiabético de la clase de las tiazolidinedionas
que actla como un agonista de los PPAR-y, este farmaco puede mejorar la
capacidad del musculo esquelético para absorber glucosa mediante la insulina, sin
aumentar la produccién de insulina natural, también puede mejorar las alteraciones
dislipidémicas, ademas, la pioglitazona es efectiva en el tratamiento de DM2,
algunas investigaciones anteriores indican que puede proteger contra el estrés
oxidativo en el higado y el rifidn de conejos diabéticos (Yang H., et al., 2009;
Gumieniczek A., et al. 2003).

La activacion de la via de sefializacion del NF-kB es un mecanismo comun en el
desarrollo de MDR contra el cancer y puede ser una potencial blanco terapéutico

para mejorar la eficacia de los tratamientos antineoplasicos de los pacientes.

Por lo que fue de nuestro interés analizar el efecto de esta tiazolidinediona en

conjunto a PTX sobre nuestras lineas celulares.

Aunado a todo lo mencionado, nos interesé analizar el efecto de pioglitazona sobre
la proliferacion de células HepG2 de CHC en combinacion con el PTX, como
antecedente nuestros resultados anteriores mostraron un efecto significativo del

efecto de PTX+insulina en la activacién del NF-kB y en la produccion del TNF-a.

Los resultados obtenidos son presentados en la figura 22, donde se muestra que el
tratamiento de las células con PTX en combinacion con Pioglitazona potencializo el
efecto sobre la inhibicion de proliferacién celular en comparaciéon al efecto del

tratamiento individual de PTX, el tratamiento de Pioglitazona individual no mostro

81



ningun efecto sobre la proliferacion por lo que el efecto citotéxico mostrado es propio
de PTX, sugiriendo que la pioglitazona podria estar regulando vias que son
alteradas por PTX como la activacién de NF-kB que anteriormente mostramos que
es alterada por el tratamiento con PTX (Figura 20 ) y el incremento de los niveles

de TNF-a asociada a la activacion de TLR-4 (Figura 21).

También en la figura 22 observamos que el tratamiento con insulina promovié un
efecto de aumento de la proliferacion celular y cambios morfologicos asociados a
un mayor tamafo celular. De manera interesante el tratamiento con pioglitazona
promovié claramente un efecto sobre la inhibicion de la proliferacién, sugiriendo el

efecto modulador de pioglitazona sobre la insulina en las células HepG2 de CHC.

Control N PTX 10 nM
Células HepG2 Insulina 100puM

Pioglitazona Insulina 100uM + PTX 10 nM + Pioglitazona
20pug/mL Pioglitazona 20ug/mL 20pug/mL

Figura 22. Efecto sobre la viabilidad y morfologia celular en la linea HepG2 control; insulina,
PTX, pioglitazona, insulina + pioglitazona 'y PTX + pioglitazona.
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Existen algunos reportes que mencionan el uso de la pioglitazona como
coadyuvante, por ejemplo, en 2020, los resultados de un estudio realizado por
Pigtkowska I. et al., en células de adenocarcinoma renal tratadas con metotrexato
(farmaco utilizado comunmente en el tratamiento de diversos tipos de céncer)
mostraron que el tratamiento combinado con pioglitazona mejoro significativamente
la eficacia de la quimioterapia al reducir la proliferacion de las células cancerosas y

aumentar la apoptosis (muerte celular programada).

Ademas, el estudio también analizé los mecanismos moleculares involucrados en
la resistencia a la quimioterapia y como la pioglitazona puede modular estos
mecanismos, se encontré que este farmaco inhibio la activacién de NF-kB y mejoré
la expresion de la proteina BAX, ambas involucradas en resistencia a la
quimioterapia, por lo que el estudio sugiere que la pioglitazona puede ser una
terapia adyuvante efectiva en el tratamiento del adenocarcinoma renal y que su
efecto podria estar mediado por la inhibicion de la proteina NF-kB y la mejora de la

expresion de la proteina BAX (Pigtkowska I., et al. 2020).

Finalmente, con base todo lo anteriormente mencionado y los resultados que
obtuvimos, se sugiere que el tratamiento con PTX promueve la activacion del NF-
kB y este efecto se ve potencializado en células con RI. A su vez, en la linea celular
de macrofagos RAW 264.7 los tratamientos con PTX e insulina incrementaron los
niveles de la citocina TNF-a, este efecto fue potencializado en respuesta al estimulo
del LPS, sugiriendo la activacion de TLR4 pudiera estar asociado con el desarrollo
de una quimiorresistencia y el uso de un farmaco insulinosensibilizante como es la
pioglitazona, potencializo el efecto citotoxico del PTX en las células HepG2 de CHC

sugiriendo la inactivacion de NF-kB y TLR4 via activacién de PPAR-y.
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8 CONCLUSIONES

La induccién de la Rl en células HepG2 de carcinoma hepatocelular contribuyd con

el desarrollo de un fenotipo de MDR vy la activacion del NF-kB.

8.1

CONCLUSIONES PARTICULARES

La linea HepG2/RI muestra un incremento en la expresion de P-gp en
comparacion con las HepG2 parentales lo que sugiere que la RI contribuye
al desarrollo de la MDR.

El tratamiento con PTX promueve la activacién del NF-kB e incremento los
niveles de TNF-a, sugiriendo que PTX favorece un ambiente inflamatorio.

El tratamiento con metformina y pioglitazona (insulinosensibilizantes)
potencializé el efecto citotoxico de PTX sobre las células HepG2/RI,
sugiriendo que la modulacion de la Rl puede contribuir a la reversion de la
MDR.

El tratamiento de pioglitazona potencializé el efecto de PTX sugiriendo la

inactivacion del NF-kB y TLR4 via activacion de PPAR-y.
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9 PERSPECTIVAS

Realizar tratamientos con agentes hipoglucemiantes para observar el
comportamiento de la RI, el proceso inflamatorio y su impacto en la induccion
y reversion de la MDR en células HepG2/PTX.

Realizar tratamientos con agentes inmunomoduladores para observar el
comportamiento de la RI, el proceso inflamatorio y su impacto en la induccion

y reversion de la MDR en células HepG2/PTX.
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