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1 Resumen
La finalidad del presente trabajo es mostrar que la ferroptosis, un nuevo tipo de muerte celular

descubierta hace relativamente poco tiempo, tiene una gran aplicacién en el desarrollo de
nuevas estrategias para el tratamiento contra el cancer, en especifico del hepatocarcinoma, el
cual es un gran problema de salud actualmente debido a la falta de tratamientos eficaces. Para
ello, se llevd a cabo una investigacion bibliografica en la que se encontré una estrategia
actualmente implementada que involucra a la ferroptosis en su mecanismo de accién
(Sorafenib), pero la cual es poco eficaz. Asimismo, se encontrd una cantidad considerable de
estrategias potenciales para el tratamiento del hepatocarcinoma que también involucran a la
ferroptosis; estas estrategias se clasificaron en tres categorias: las que se enfocan en mejorar
la eficacia del Sorafenib, las que no involucran el uso de Sorafenib y las que se basan en el
uso de nanoparticulas. La oferta de estrategias potenciales es amplia, lo que es alentador para
combatir la falta de tratamientos eficaces, sin embargo, lo mas importante no es esto, sino
que algunas de ellas puedan ser investigadas a fondo y, eventualmente, ser puestas a

disposicion de los pacientes para mejorar su esperanza de vida.

2 Introduccion
La ferroptosis es un tipo de muerte celular que fue descubierta en afos recientes la cual

involucra la acumulacion de grandes cantidades de hierro intracelular, asi como una gran
peroxidacion lipidica. Este tipo de muerte celular se ha mostrado como una alternativa muy
prometedora para la terapia contra el cancer, especialmente en el hepatocarcinoma. El
hepatocarcinoma es un tipo de cancer con baja tasa de supervivencia debido a su frecuente
recurrencia y a la falta de terapias eficaces. El hepatocarcinoma esta a menudo asociado con
cirrosis hepatica que resulta de enfermedades cronicas en el higado como hepatitis cronica,
infecciones por virus de la hepatitis B y C, y hepatitis autoinmune. Otros factores de riesgo
que son muy comunes en la actualidad son el consumo de alcohol de forma excesiva y la
diabetes mellitus que es una enfermedad muy comun en México. La Organizacion Mundial
de la Salud estima que mas de un millon de pacientes morira de cancer de higado en 2030.
En México durante 2019, el cancer de higado fue una de las principales causas de muerte por
tumores malignos en personas de 0 a 14 afios y de 60 y méas afios. El tratamiento para el

hepatocarcinoma puede ser curativo o paliativo y varia de acuerdo a la etapa en la que se
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encuentre el paciente segln la clasificacién Barcelona Clinic Liver Cancer en la cual se
incluyen: ablacion, reseccion, trasplante hepatico, quimioembolizacion, terapias sistémicas

(en las que se usan algunos farmacos) y medidas de soporte vital.

El Sorafenib es un farmaco aprobado por la FDA para el tratamiento del carcinoma renal
avanzado, el hepatocarcinoma avanzado y el cancer de tiroides diferenciado localmente
avanzado o metastasico refractario al yodo radioactivo. En México, el Sorafenib es el
tratamiento de eleccién para pacientes con hepatocarcinoma avanzado, ademas de que es el
anico en su tipo que hasta hace poco se sabe que involucra a la ferroptosis como mecanismo
de accion en el tratamiento de este tipo de cancer. Sin embargo, se ha observado que el
Sorafenib extiende muy poco el tiempo de supervivencia, debido a que se desarrolla
resistencia después de cierto tiempo en los pacientes tratados. A pesar de esto, la ferroptosis,
al ser una muerte celular descubierta hace poco tiempo, podria ser el mecanismo de accion
de nuevas estrategias terapéuticas mas prometedoras que las actualmente utilizadas e incluso
podrian existir alternativas que mejoren la eficacia del Sorafenib y combatan la resistencia al
mismo. Por ello, el objetivo de este trabajo es mostrar que la ferroptosis tiene una gran
aplicacion en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para tratamiento del
hepatocarcinoma. (Escudier et al., 2019; INEGI, 2021; J. Li et al., 2020; Nie et al., 2018;
Tunissiolli et al., 2017; Villanueva, 2019).

3  Método

3.1 Metodologia de busqueda
La busqueda de articulos se acotd a los encontrados entre 2012 e inicios de 2022 y se llevo a

cabo en Google Académico, en ScienceDirect y en el buscador de la Biblioteca Digital de la
UNAM.

En Google Académico se utilizaron las siguientes palabras clave: ferroptosis, voltage-
dependent-anion channel, System Xc’, glutatione peroxidase 4, Systemic therapies,
Hepatocellular carcinoma, Clasificacion BCLC, nanoparticles, Trigonelline, Sorafenib,

resistance, regulation pathways y therapeutic strategies,

En ScienceDirect se utilizaron las siguientes palabras clave: ferroptosis, HCC vy

Hepatocellular Carcinoma.




En el buscador de la Biblioteca Digital de la UNAM se utilizaron las siguientes palabras

clave: ferroptosis, glutatione peroxidase 4 y System Xc".

3.2 Criterios de seleccion

3.2.1 Criterios de inclusion
e Estudios que aborden cualquier estrategia potencial a ser implementada para el

tratamiento del hepatocarcinoma que involucre a la ferroptosis como mecanismo de
accion.

e Estudios que demuestren de forma concisa que la ferroptosis esta involucrada en la
estrategia terapéutica planteada.

e Estudios hechos in vivo e in vitro con células de hepatocarcinoma para el caso de las
estrategias terapéuticas potenciales que involucran a la ferroptosis.

e Reviews y articulos que pertenezcan a revistas indizadas.

3.2.2 Criterios de exclusion
e Estudios que aborden estrategias terapéuticas para el tratamiento del

hepatocarcinoma cuyo mecanismo de accion no sea la ferroptosis.

e Reviews y articulos que no pertenezcan a revistas indizadas.

e Estudios en los que no se tengan resultados concluyentes que aseguren que la
ferroptosis esta involucrada en el mecanismo de accion de la estrategia terapéutica.

e Estudios hechos en otro tipo de células que no sean de hepatocarcinoma para el caso

de las estrategias terapéuticas potenciales que involucran a la ferroptosis.

4 Descubrimiento de la ferroptosis
El rol del estres oxidativo en la muerte celular ha sido estudiado por bastante tiempo. En la

década de 1950, Harry Eagle y sus colegas examinaron aminoéacidos, vitaminas y otros
nutrientes requeridos para promover el crecimiento y la proliferacion de un cultivo de células
de mamifero; determinaron que un nutriente esencial era la cistina, la forma oxidada de la
cisteina. En 1977, Shiro Banni y sus colegas encontraron que privar de cistina a un cultivo
de fibroblastos de pulmén humano, resultaba en una reduccion de los niveles de glutation
reducido (GSH) y, posteriormente en muerte celular. Esta muerte celular podia ser prevenida,
no por restablecer los niveles de GSH, sino por la presencia del antioxidante lipofilico

conocido como vitamina E. Estos resultados implicaban que la cistina era necesaria para
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mantener los niveles de GSH, y que la muerte celular era ocasionada por la acumulacién de
perdxidos lipidicos. En afios posteriores, se realizaron mas estudios sobre la muerte celular
inducida por deficiencia de cistina en otras lineas celulares, los cuales confirmaron la
importancia de la disminucion de GSH en la muerte celular, y demostraron que tanto los
antioxidantes lipofilicos como los quelantes de hierro podian impedir que ocurriera la muerte
de la célula. Ademas, se establecié que para prevenir la acumulacion de peroxidos lipidicos
era necesario contar con cistina, la cual seria utilizada por la célula para producir GSH (Cao
& Dixon, 2016).

Los inductores de la ferroptosis fueron descubiertos antes de que la ferroptosis fuera
nombrada. En 2003, se identificé un nuevo compuesto quimico mediante un experimento de
deteccion a gran escala, en este experimento se exploraba el efecto letal de diferentes
compuestos quimicos en células tumorales. EI compuesto quimico identificado fue la
Erastina, la cual causd la muerte de células tumorales que tenian mutado a RAS, pero la
muerte celular de estas células fue diferente de lo que hasta ese momento se habia visto,
incluso de la tradicional apoptosis; no existian cambios morfolégicos en el nucleo ni
fragmentacion del DNA, tampoco se presentaba la activacién de caspasas, por lo que los
inhibidores de las mismas no podian evitar la muerte de las células. En 2008, se descubrieron
dos nuevos compuestos, RSL3 y RSL5, los cuales tenian el mismo efecto que la Erastina,
ademas se determind que el patron de muerte celular podia ser inhibido por un quelante de
hierro y por un antioxidante, lo cual confirm6 que esa forma de muerte celular estaba
relacionada con el hierro intracelular y las especies reactivas de oxigeno. En 2012, finalmente
se nombro a este tipo de muerte celular usando el término “ferroptosis” haciendo alusion a
sus caracteristicas (J. Li et al., 2020; H. Yu et al., 2017).

5 Bases moleculares de la ferroptosis
La ferroptosis es dependiente de hierro y es causada por la excesiva peroxidacion de los

lipidos de membrana (L. Wang et al., 2020). Durante la ferroptosis, diferentes tipos de
especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas, como: el anién superédxido (O2), que
es producido mediante Oz en el complejo I/111 de la cadena de trasporte de electrones en la
mitocondria, pero rapidamente dismuta para generar peroxido de hidrégeno (H20>); el radical

hidroxilo (OH"), el cual se forma mediante la reaccién de Fenton y es muy reactivo; el
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peroxido de hidrogeno (H20.), que es un compuesto moderadamente reactivo y es
responsable de la oxidacion de proteinas y, los peroxidos de lipidos, los cuales se forman a

partir de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Capelletti et al., 2020).

La peroxidacion de lipidos ocurre cuando radicales libres, como el radical hidroxilo, el cual
es producido por la reaccion que ocurre entre un ion ferroso (Fe?*) y peroxido de hidrégeno
(H202), reacciona con los PUFAs que se encuentran en los fosfolipidos de membrana,
generando radicales lipidicos (L'). Los radicales lipidicos, a su vez, reaccionan con el oxigeno
molecular para dar lugar a radicales peroxilo lipidicos (LOO"), éstos reaccionan con PUFAS
adyacentes para producir hidroperoxidos lipidicos (LOOH) y un nuevo radical lipidico.
Mientras el nuevo radical lipidico puede iniciar una nueva reaccion, el hidroperdxido lipidico
(LOOH) puede convertirse en un radical alcoxi (LO") en presencia de Fe?" y, posteriormente
oxidar a un PUFA adyacente, lo que produciria un nuevo radical lipidico que puede iniciar
otra reaccion (Figura 1). Esta reaccion en cadena que se amplifica por si misma, provoca la
acumulacion de peroxidos lipidicos, generando la pérdida de fluidez e integridad de la
membrana, dafio en las proteinas celulares y, eventualmente, la muerte celular por ferroptosis
(L. Wang et al., 2020).

Los radicales * marcados
amplifican la reaccién en *

2+ 3+
Fe Fe I. Hzo Fe2+ Fez+ I. L:

% L L
H,O,%OH'LL} L' —5 10023 100H 2\ | 5.2 \ | oy
OH-

Figura 1. Reaccion en cadena que se amplifica y causa la acumulacion de peroxidos lipidicos.

6 Mecanismos que desencadenan la ferroptosis

6.1 Mediada por el sistema Xc
El sistema Xc™ es un antiportador el cual estd ampliamente distribuido en la bicapa de

fosfolipidos de la membrana y, pertenece a la familia de trasportadores heterodiméricos de
aminoacidos (HAT). Es parte de un importante sistema antioxidante en las células y es un
heterodimero compuesto por dos subunidades, SLC7A11 (cadena ligera) y SLC3A2 (cadena

pesada). Las dos subunidades estan conectadas por un enlace disulfuro extracelular y poseen
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diferentes funciones; la subunidad SLC3A2 es critica para mantener la estabilidad estructural
y la subunidad SLC7A11 representa la especificidad del sistema y provee una funcion de
transporte, por lo que es considerada el componente central del sistema Xc". La cistinay el
glutamato (Glu) son intercambiados dentro y fuera de la célula respectivamente por el sistema
Xc (Figura 2). La cistina que es introducida es reducida a cisteina en la célula y es utilizada
en la sintesis de GSH. Para asegurar que la cistina sea trasportada dentro de la célula, los
niveles de Glu intracelular se mantienen altos para que pueda ser facilmente exportado. El
GSH reduce a las ROS bajo la accion de las enzimas glutation peroxidasas (GPXs). Al inhibir
la actividad del sistema Xc™ (con algun inhibidor como la Erastina) se ve afectada la sintesis
de GSH por la inhibicién de la absorcion de cistina, lo cual provoca la disminucion de la
actividad de GPX vy, por ende, un decremento en la capacidad antioxidante de la célula,
provocando una acumulacién de especies reactivas de oxigeno lipidicas, para finalmente,
provocar dafo oxidativo y ferroptosis (Capelletti et al., 2020; J. Li et al., 2020; M. Liu et al.,
2021).

cistina

(I Exee i
UL 1)

Glu

Figura 2. Intercambio de glutamato (Glu) del interior de la célula por cistina del exterior
llevado a cabo por el sistema Xc. Tomado y adaptado de Capelletti et al, 2020.

6.2 Mediada por GPX4
La enzima glutation peroxidasa 4 (GPX4) es una de las ocho peroxidasas conocidas en

mamiferos. Con la excepcion de GPX5, GPX7, GPX8 y GPX6 en roedores, las glutation
peroxidasas son selenoproteinas. Las selenoproteinas contienen el aminoacido selenocisteina
(Sec), el cual difiere de la cisteina en un s6lo atomo, selenio por azufre. Todos los miembros
de la familia de las GPXs comparten la misma funcion basica de reducir peroxidos a expensas
de GSH, sin embargo, GPX4 es la que juega un rol regulatorio en la ferroptosis, ya que inhibe

la formacion de peroxidos lipidicos. GPX4 convierte GSH a glutation oxidado (GSSG)
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reduciendo a los peroxidos lipidicos citotdxicos (L-OOH) en los correspondientes alcoholes
(L-OH) (Figura 3). La inhibicién de la actividad de GPX4 puede conducir a la acumulacion
de peroxidos lipidicos, lo que puede desencadenar la ferroptosis. Uno de los inductores de la
ferroptosis que inhibe directamente la actividad de GPX4 es RSL3, éste reduce la capacidad
antioxidante de la célula, provocando la acumulacion de ROS, para finalmente conducir a la
ferroptosis. (Conrad & Friedmann, 2015; J. Li et al., 2020).

LOOH

GSSH GPX4 LOH

GSH

Figura 3. Mecanismo mediante el cual GPX4 reduce los perdxidos lipidicos. Tomado y
adaptado de Capelletti et al, 2020.

6.3 Mediada por VDACs mitocondriales
Los canales ionicos dependientes de voltaje (VDAC) son bien conocidos como la via de

difusion pasiva de metabolitos anionicos hidrofilicos mitocondriales a través de la membrana
externa mitocondrial. Los VDAC son las proteinas mas abundantes en la membrana externa
mitocondrial. La familia de proteinas VDAC esta conformada por tres isoformas: (VDAC1,
VDAC2 y VDACS3). Las tres isoformas tienen una estructura y conductancia muy similares.
La Erastina es un inductor candnico de la ferroptosis, la cual abre los VDAC en presencia de
tubulina e hiperpolariza la mitocondria, conduciendo a la produccion de ROS, provocando

disfuncion mitocondrial y, finalmente, la muerte celular (Lemasters, 2017).

En un estudio realizado por David N. DeHart y sus colaboradores, se propuso demostrar que
la Erastina y otros compuestos, que también bloguean la despolarizacion mitocondrial

dependiente de tubulina, incrementan el metabolismo mitocondrial y la formacion de ROS
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al abrir los canales VDAC, y con esto, conducir a la disfuncion mitocondrial dependiente de
ROS, una falla bioenergética y, finalmente, la muerte celular. Para el experimento, se
utilizaron células HepG2 y células Huh7. Para medir los cambios en el potencial de
membrana mitocondrial se utilizé la microscopia confocal de tetrametilrodamina metil éster
(TMRM). Las células HepG2, una vez expuestas a TMRM, fueron tratadas con Erastina.
Después de una hora, la fluorescencia de TMRM incrementd, lo que significa que se produjo
una hiperpolarizacion mitocondrial. Al pasar alrededor de cuatro horas la fluorescencia de
TMRM decrecio, indicando una despolarizacion. En cambio, en las células no tratadas con
Erastina, la fluorescencia de TMRM permanecid sin cambio alguno por cuatro horas. En
experimentos paralelos, las células HepG2 fueron expuestas al indicador de ROS, cmH2DFC,
y al indicador de superdxido mitocondrial, MitoSOX Red. Después de una hora de exposicion
a la Erastina, la fluorescencia de ambos indicadores incrementé en comparacion con las
células tratadas con vehiculo, indicando un incremento en las ROS y en la formacion de
superéxido mitocondrial. Otros compuestos evaluados conocidos como X1 y X4, que
producen efectos similares a la Erastina, también produjeron hiperpolarizacion mitocondrial
seguida de una despolarizacion tanto en células HepG2 como en Huh7. La despolarizacion
de la membrana mitocondrial significa el inicio de la disfuncion de la mitocondria y la
pérdida de la integridad de la membrana. Es importante mencionar, que la cistina no estuvo
presente en el medio celular, por lo que no podria haberse llevado a cabo un intercambio
cistina/Glu, por ende, el efecto de la Erastina en el sistema Xc™ no pudo haber influido
(DeHart et al., 2018).

6.4 Inducida por bloqueo de la sintesis de GSH
La inhibicidn de la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), la cual es la primera en participar

en la sintesis de dos pasos del GSH, usando butionina sulfoximina (BSO) (Figura 4), produce
muerte celular que puede ser evitada usando vitamina E y deferoxamina (DFO), los cuales
son un antioxidante y un quelante de hierro respectivamente, pero no por el inhibidor de
caspasas ZVAD-FMK o el inhibidor de necroptosis Nec-1. Esto sugiere que la inhibicién de
la sintesis de GSH es suficiente para producir ferroptosis, al menos en algunas células. Sin
embargo, el BSO en algunas células es menos potente para inducir la ferroptosis en

comparacion con la inhibicion del sistema Xc™ 0 GPX4 (Cao & Dixon, 2016).




Representacion
de una célula

Figura 4. Sintesis de GSH e inhibicién por BSO. El primer paso para la sintesis de GSH se lleva a cabo
por la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), la cual esta compuesta por dos subunidades: GCLC
(catalitica) y GCLM (moduladora). Primero, GCL liga cisteina y glutamato para formar el dipéptido y-L-
glutamil-L-cisteina (paso limitante de la velocidad de sintesis). Después, la enzima glutation sintetasa (GS)
une glicina a y-L-glutamil-L-cisteina. EI BSO inhibe a GCL, lo que disminuye lo niveles de GSH. Tomado
y adaptado de Denzoin et al., 2013.

7  Principales vias de regulacion de la ferroptosis

7.1 Viadel mevalonato
La biosintesis de selenoproteinas esta regulada por la via del mevalonato. GPX4 es una

selenoproteina que contiene una Sec en su sitio activo. El cddigo genético para Sec es UGA,
el cual normalmente es un codén de paro, por lo que se requiere maquinaria traduccional
especifica para incorporar Sec a GPX4. EI RNA de trasferencia de selenocisteina
[rRNA(Sec)] es uno de los componentes clave de la maquinaria y controla la biosintesis de
las 25 selenoproteinas presentes en el humano. tRNA(Sec) sufre una isopentenilacion en una
adenina de un sitio especifico durante el proceso de maduracion, la cual es requerida para la

eficiente incorporacion de Sec en las selenoproteinas. La enzima que lleva a cabo esta
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modificacion es la isopentenil trasferasa, la cual usa al isopentenil pirofosfato como un
donador. Este es un producto de la via del mevalonato, por lo que los inhibidores de esta via,
como lo son las estatinas, han mostrado interferencia con la maduracion del tRNA(Sec) y,
por ende, en la biosintesis de GPX4 (Yang & Stockwell, 2016).

7.2 Viade latransulfuracién
La cisteina es un aminoacido no esencial debido a que algunas células en mamiferos son

capaces de sintetizarla a través de la via de la transulfuracidn, en la cual la metionina es usada
como un donante de azufre y es convertida en cisteina a través de los intermediarios
homocisteina y cistationina. Ademas de sintetizar cisteina de novo, existe un mecanismo de
captacion que ya fue explicado anteriormente; el sistema Xc, el cual capta cistina que
posteriormente es transformada en cisteina. La via de la transulfuracion se vuelve importante
para la supervivencia de la célula cuando el mecanismo de captacion es inhibido. La cisteinil-
tRNA sintetasa (gen CARS) esta involucrada en la carga de tRNAs con cisteina para la
traduccion de proteinas. Se ha observado que la expresion de CARS tiene un impacto en la
ferroptosis inducida por Erastina. Al tratar con Erastina a células con la expresion del gen
CARS disminuida, aumentan los niveles de cistationina y cisteina intracelular (metabolitos
de la via de la transulfuracion) y, por ende, incrementan los niveles de GSH y GSSG, lo que
conduce al mantenimiento de la actividad de GPX4 vy, a la evasion de la ferroptosis inducida
por Erastina. Por lo anterior, se hace evidente que usar un inductor de la ferroptosis como la
Erastina en células con una via de transulfuracion defectuosa (como en células cancerigenas)
puede ser efectivo para provocar muerte celular (Hayano et al., 2016; Yang & Stockwell,
2016).

7.3 Regulacién transcripcional
La proteina p53 (TP53) y el factor nuclear (derivado del eritroide 2) similar al 2

(NFE2L2/NRF2) son los dos factores de trascripcién mejor estudiados en la ferroptosis. La
funcién de TP53 en la muerte por ferroptosis de células cancerigenas depende no sélo de sus
genes diana sino de sus proteinas de union. Por ejemplo, la inhibicién transcripcional de
SLC7A11 promueve la ferroptosis en células humanas de cancer de mama, mientras que, en
células humanas de cancer de colon, TP53 forma un complejo con la dipeptidil peptidasa 4
(DPP4), enzima localizada en el nucleo celular y la membrana plasmatica, lo que promueve

su redistribucion al nicleo y, por ende, la inhibicion de la ferroptosis. En ausencia de TP53,
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DPP4 se mueve del nicleo al citoplasma donde interactia con NADPH oxidasa 1 (NOX1);
esto provoca peroxidacion lipidica asociada a la membrana plasmatica que resulta en
ferroptosis. NFE2L2 es un regulador maestro de la respuesta antioxidante a la ferroptosis
mediante la activacion de la expresion de un grupo de genes desintoxicantes de ROS.
Ademas, los factores de choque toxico (HSF), el factor inducido por hipoxia (HIF), el factor
de trascripcion activador (ATF), el translocador nuclear del receptor de arilos
(ARNTL/BMALL1) y el regulador transcripcional asociado a Yes-1 (YAP1/YAP) son
factores de transcripcion que regulan la respuesta ferroptética en la hipertermia, la hipoxia,
el estrés del reticulo endoplasmico, la alteracion circadiana y la densidad celular

respectivamente (D. Tang & Kroemer, 2020).

7.4  Regulacion de la degradacion
En células eucariontes la degradacion de las proteinas puede ocurrir ya sea mediante el

sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) o mediante la via autofagica que culmina en la
digestion lisosomal. Se cree que la autofagia es fundamental para mantener la homeostasis
celular al promover la supervivencia de la célula bajo estrés ambiental. La autofagia excesiva
puede conducir a la muerte celular. La autofagia es regulada al alza en la ferroptosis, y varios
tipos de autofagia selectiva promueven la ferroptosis a través de la degradacion de
reguladores antiferroptoticos, por ejemplo, ferritina, gotas lipidicas, receptor de
hidrocarburos arilo (ARNTL) y GPX4. Las ligasas E3 determinan principalmente la
especificidad del sustrato del UPS durante la ferroptosis. Por ejemplo, las ligasas E3: NEDD4
proteina ligasa de ubiquitina E3 (NEDD4) y NEDD4 como la proteina ligasa de ubiquitina
E3 (NEDDAL) inhiben la ferroptosis mediante la degradacion de VDAC vy lactotransferrina.
Esta via de regulacion como muchas otras es poco conocida, y requiere ser mas explorada
(D. Tang & Kroemer, 2020).

7.5 Regulacion del metabolismo de hierro
El hierro es un importante oligoelemento en el cuerpo. La distribucién y concentracion

anormal de hierro en el cuerpo puede afectar los procesos fisiologicos normales. El Fe?*
obtenido por absorcion intestinal o degradacion de eritrocitos puede ser oxidado por la
ceruloplasmina (CP) a Fe®*, el cual se une a la transferrina (TF) en la membrana celular para
formar TF-Fe3* que con ayuda del receptor 1 de transferrina (TRF1) es endocitado. Fe* es

reducido a Fe?* por el antigeno epitelial de seis-transmembrana de prostata 3 (STEAP3), y
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HSPB1

Fe2* es almacenado en el Labile Iron Pool (LIP) y en la ferritina, lo cual es mediado por el
transportador de metal divalente (DMT1). El exceso de Fe?* es oxidado a Fe®" por la
ferroportina (FPN). El silenciamiento de TFRC, el gen que codifica para TFR1, puede inhibir
la ferroptosis inducida por Erastina, mientras que la hemo oxigenasa-1 (HO-1) puede
acelerarla debido a que provee hierro. Ademas, la proteina de choque térmico beta-1
(HSPB1) puede reducir las concentraciones de hierro al inhibir la expresién de TRF1, por lo
que la sobreexpresion de HSPB1 puede inhibir de forma importante la ferroptosis. (Figura
5) (J. Li et al., 2020).
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Figura 5. Regulacion del metabolismo del hierro.

7.6 Regulacion del metabolismo de lipidos
El metabolismo lipidico esta estrechamente relacionado con la ferroptosis. Los PUFAs son

sensibles a la peroxidacion lipidica y son uno de los elementos esenciales en la ferroptosis.
Los PUFAs libres deben ser esterificados en fosfolipidos de membrana y oxidados para
desencadenar la ferroptosis. Se ha demostrado que la fosfatidiletanolamina (PE), la cual
contiene acido araquidonico (AA), es el principal fosfolipido que induce ferroptosis. La acil-
CoA sintetasa de cadena larga 4 (ACSL4) y la lisofosfatidilcolina aciltransferasa 3
(LPCATS3) participan en la biosintesis y remodelacion de PE; activan a los PUFAs y afectan
sus caracteristicas transmembranales. Ademas, la disminucién de la expresién de ACSL4 y

LPCAT3 reduce la acumulacién de sustratos para la peroxidacion lipidica, por lo que se
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inhibe la ferroptosis. Los PUFAs asociados a fosfatidiletanolamina (PUFA-PE) pueden
desempefiar mas roles oxidativos bajo la catalisis de la lipoxigenasa (LOX) y, eventualmente,
inducir la ferroptosis (Figura 6) (J. Li et al., 2020).

ROS
lipidicas
PUFAs PUFA-PE

ACSL4, LPCAT3 LOX

Ferroptosis

Figura 6. Generacion de ROS lipidicas mediante la via del metabolismo de lipidos.
Tomado y adaptado de J. Li et al, 2020.

8 Hepatocarcinoma
El cancer de higado se mantiene como un reto de salud global y su incidencia crece cada vez

mas alrededor del mundo. Se estima que para el 2025, mas de un millén de individuos se
veran afectados por cancer de higado anualmente. El hepatocarcinoma es la forma mas
comun de céancer de higado y representa aproximadamente el 90% de todos los casos. Al
igual que otros tipos de cancer, se origina por varios factores que dan lugar a las etapas
tempranas de la trasformacion de los hepatocitos a células cancerigenas y el desarrollo del

hepatocarcinoma (Llovet et al., 2021).

8.1 Causas/factores de riesgo
El hepatocarcinoma estd comunmente asociado con cirrosis resultante de enfermedades

cronicas del higado como hepatitis cronica; infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) o
C (VHC) y hepatitis autoinmune. Otros factores de riesgo incluyen: excesivo consumo de
alcohol, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), enfermedad del higado no alcohdlico
(NAFLD), exposicion e ingestion de aflatoxinas, diabetes mellitus, obesidad, sindrome
metabdlico, consumo de tabaco y algunas enfermedades genéticas. La presencia de una
infeccién cronica de VHC y un excesivo consumo de alcohol duplica el riesgo de padecer

hepatocarcinoma comparado con el riesgo presente si solo se tuviera la infeccion. La
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enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD) puede progresar a NASH, cirrosis y
hepatocarcinoma debido a la inflamacion resultante de la acumulacion de grasa en el higado
(Tunissiolli et al., 2017). La Figura 7 muestra los factores de riesgo que influyen en el

desarrollo de hepatocarcinoma.

Sindrome VHC, VHB,
metabdlico HAI
Obesidad Enfermedad de
Diabetes Wilson
NAFLD*
Enfermedades
Esteatosis NASH Cirrosis genéticas
Aflatoxinas
VHB
Obesidad
Diabetes
Hepatocarcinoma Tabaco
Alcohol

Figura 7. Factores de riesgo que influyen en el desarrollo de hepatocarcinoma. Virus de la hepatitis C (VHC),
Virus de la hepatitis B (VHB), Hepatitis autoinmune (HAI), enfermedades genéticas: hemocromatosis, porfiria 'y
tirosinemia. *El espectro de NAFLD. Tomado y adaptado de Tunissiolli et al.,2017.

8.2 Tratamiento
Existen tanto tratamientos curativos como paliativos para tratar el hepatocarcinoma. La

eleccion del tratamiento adecuado debe de tomar en cuenta la etapa del cancer, la experiencia
de los profesionales, la disponibilidad de recursos, la edad y las comorbilidades del paciente.
Para establecer el pronoéstico y las estrategias de tratamiento se han disefiado diversas
clasificaciones del hepatocarcinoma basadas en tamafio 0 nimero de tumores, compromiso
ganglionar y metastasis a distancia. Dada su estrecha relacion con la presencia de cirrosis, y
su relevancia en términos pronosticos y estrategias terapéuticas, una clasificacion ideal debe
involucrar tanto los factores tumorales, como la funcion hepética basal y la capacidad
funcional del paciente. La clasificacion Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) considera
todos estos puntos y es la més utilizada actualmente. Dentro de la clasificacion, se toma en

cuenta la escala Child-Turcotte-Pugh que provee una evaluacion de la disfuncion hepética.
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En términos practicos, un resultado “A” para Child-Turcotte-Pugh en una escala de “A” a
“C” significa que se tiene una funcidn hepatica bien preservada mientras que una “C” indica
que hay una mayor disfuncion hepatica que en “A” (Diaz et al., 2015; Tunissiolli etal., 2017;
Villanueva, 2019).

La clasificacion BCLC se divide en cinco etapas, las cuales van asociadas a una estrategia de
tratamiento especifica para cada una (Figura 8). La etapa muy temprana (BCLC 0) incluye
a pacientes con una lesion Unica < 2 cm, asintomaticos y Child-Turcotte-Pugh A; estos
pacientes tienen una baja probabilidad de diseminacion y se benefician de tratamientos
curativos. Por otra parte, la etapa temprana (BCLC A) la constituyen pacientes con hasta tres
lesiones < 3 cm, asintomaticos y Child-Turcotte-Pugh A-B. Para los pacientes con BCLC 0
0 A se recomienda tratarlos con reseccidn quirdrgica, trasplante hepéatico o ablacion por
radiofrecuencia. La etapa intermedia (BCLC B) corresponde a pacientes con lesiones grandes
Gnicas o multiples sin invasion intravascular ni metastasis extrahepaticas, que no sean
candidatos a cirugia ni a trasplante hepatico, asintomaticos y Child-Turcotte-Pugh A-B; en
ellos se recomienda quimioembolizacién transarterial. La etapa avanzada (BCLC C)
considera pacientes Child-Turcotte-Pugh A-B y con algunos sintomas constitucionales que
presentan invasion vascular o diseminacion extrahepatica; para estos se debe considerar el
uso de la terapia sisttmica que comprende el uso de inhibidores de tirosina cinasa e
inhibidores de puntos de control inmunitario como tratamiento paliativo. Existen siete
aprobados por la FDA: los de primera linea; Sorafenib y Lenvatinib, y los de segunda linea;
Regorafenib, Cabozantinib, Nivolumab, Pembrolizumab y Ramucirumab. Por ultimo, la
etapa terminal (BCLC D) incluye a pacientes muy sintomaticos y con mala funcién hepatica
(Child-Turcotte-Pugh C), en los que no se ha demostrado beneficio de sobrevida con ningun
tratamiento complementario, por lo que Unicamente se les proporcionan medidas de soporte
vital (Bteich & Di Bisceglie, 2019; Diaz & Barrera, 2015).
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Figura 8. Clasificacion y estrategias de tratamiento. Capacidad funcional (CF) entendida por 0= sin sintomas; 1= con
sintomas leves, capaz de hacer actividad ligera; 2= capaz de autocuidadase, pero no de trabajar; 3= capacidad limitada de
autocuidado, en cama o sentado mas del 50% del tiempo; 4= dependiente, postrado. Tomado y adaptado de Diaz & Barrera,
2015; Bteich & Di Bisceglie, 2019.

8.3 Morbilidad y mortalidad en México
8.3.1 Morbilidad

En México durante 2017, de cada 100 egresos hospitalarios por cancer (tumores malignos),

en la poblacion de 0 a 19 afios; 2 son en Grganos digestivos, que es donde se incluye el cancer

de higado segun la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
Relacionados con la Salud (CIE-10) (Tabla 1).
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Tabla 1. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de los principales tumores malignos en

la poblacidn 0 a 19 afios segun el sexo (2017).

Principales tumores malignos

Total

Hombres

Mujeres

Tejidos linfoides, hematopoyéticos o tejidos
relacionados

73

73

73

Sistema nervioso

Hueso o cartilago

Tejido conectivo y blando

Organos digestivos

N W o1l O

N W o1 o

P W b~ N

En la poblacion de 20 afios y mas, el cancer de érganos digestivos es la principal causa de
morbilidad hospitalaria por tumores malignos entre los varones (23%), mientras en las

mujeres ocupa el tercer lugar (12%) (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de los principales tumores malignos en

la poblacidn de 20 afios y mas segun el sexo (2017).

Principales tumores malignos Total Hombres Mujeres
Mama 24 1 37
Organos genitales 21 20 22
Organos digestivos 16 23 12
Tejidos linfoides, hematopoyéticos o tejidos 13 19 9
relacionados
Piel 5 7 4
Organos respiratorios e intratoracicos 4 7 2
Organos urinarios 4 7 2

8.3.2 Mortalidad
En el afio 2019 y el periodo enero-agosto 2020 se registraron 747,784 y 683,823 defunciones

respectivamente, de las cuales 12% se deben a tumores malignos (88,683) en el afio 2019 y

9% (60,421) en el periodo sefialado de 2020. La distribucién porcentual por sexo de ambos
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periodos de tiempo indica que hay mas fallecimientos en mujeres (51%) que en hombres

(49%) por esta causa.

En México durante 2019, por el tipo de tumor maligno, en este caso tumor maligno del higado
y de las vias biliares intrahepaticas representd el 3% de muertes en mujeres y el 4% en
hombres en edad de 0 a 14 afios (Tabla 3) (INEGI, 2021).

Tabla 3. Distribucién porcentual de defunciones de los principales tumores malignos

segun el sexo en edad de 0 a 14 afios (2019).

Principales causas de muerte En mujeres | En hombres

Leucemia 56 51

Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de 15 18

otras partes del sistema nervioso central
Tumor maligno del higado y de las vias biliares 3 4
intrahepéticas

Linfoma no Hodgkin 3 3

Otras causas de tumores malignos 23 24

100 100

En la poblacion de 60 afios y mas, también fue una de las principales causas de muerte por
tumores malignos; representado un 9% en hombres y un 10% en mujeres (Tabla 4) (INEGI,
2021).

Tabla 4. Distribucion porcentual de defunciones de los principales tumores malignos

segun el sexo en edad de 60 afios y més (2019).

Principales causas de Porcentaje Principales causas de Porcentaje
muerte en hombres muerte en mujeres
Tumor maligno de la 22 Tumor maligno de la 13
prostata mama
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Tumor maligno de la 11 Tumor maligno del higado 10
traquea, de los bronquios y y de las vias biliares
del pulmén intrahepaticas
Tumor maligno del higado 9 Tumor maligno del colon, 8
y de las vias biliares del recto y del ano
intrahepéticas
Tumor maligno del colon, 8 Tumor maligno de la 7
del recto y del ano traquea, de los bronquios
y del pulmon
Otras causas de tumores 50 Otras causas de tumores 62
malignos malignos
100 100

En las poblaciones de 15 a 29 afios y de 30 a 59 afios durante 2019, el tumor maligno del

higado y de las vias biliares intrahepaticas no fue una de las principales causas de defunciones

por tumores malignos, por lo que fue clasificado en otras causas de tumores como se muestra

en la Tabla 5 (INEGI, 2021).

Tabla 5. Distribucién porcentual de defunciones de los principales tumores malignos

segun el sexo en las edades de 15 a 29 afios y de 30 a 59 afios (2019).

meninges, del encéfalo y de
otras partes del sistema

nervioso central

meninges, del encéfalo y de
otras partes del sistema

nervioso central

Principales causas de Porcentaje Principales causas de Porcentaje
muerte en hombres muerte en mujeres
De 15 a 29 afos 100 De 15 a 29 afios 100
Leucemia 33 Leucemia 32
Linfoma no Hodgkin 6 Tumor maligno del cuello 9
del atero
Tumor maligno de las 5 Tumor maligno de las 7
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Tumor maligno del 3 Tumor maligno del ovario 6

estdbmago
Otras causas de tumores 53 Otras causas de tumores 46
malignos malignos
De 30 a 59 afios 100 De 30 a 59 afios 100
Tumor maligno del colon, 12 Tumor maligno de la mama 23

del recto y del ano

Tumor maligno del 10 Tumor maligno del cuello 13
estdbmago del atero
Tumor maligno de la 8 Tumor maligno del ovario 9

traquea, de los bronquios y

del pulmén
Leucemia 7 Tumor maligno del colon, 6
del recto y del ano
Otras causas de tumores 63 Otras causas de tumores 49
malignos malignos

9 Estrategias terapéuticas basadas en la ferroptosis para el tratamiento del
hepatocarcinoma

9.1 Estrategia terapéutica actualmente implementada

9.1.1 El Sorafenib como farmaco capaz de desencadenar la ferroptosis
El Sorafenib es un inhibidor de proteinas-cinasas de amplio espectro que puede inhibir al

receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), al receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y a las Raf quinasas. Ademas, es uno de los
farmacos autorizados por la FDA para el tratamiento del hepatocarcinoma avanzado
(aprobado en 2007 para este fin) siendo uno de los mas utilizados. Permanece en duda si su
efecto anticancerigeno es debido a la inhibicion de cinasas, sin embargo, lo que si se sabe es
que debido a la inhibicién de éstas induce una débil apoptosis. El Sorafenib es un potente
inhibidor del sistema Xc’, lo que desencadena la ferroptosis en varias lineas celulares
incluyendo células de hepatocarcinoma; el efecto directo del Sorafenib en éstas resulta de la

induccion de ferroptosis mas que de apoptosis. Hasta el momento, es el unico inhibidor de
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proteinas-cinasas que se sabe que induce ferroptosis. (J. Li et al., 2020; Z. Li et al., 2021; L.
Wang et al., 2020).

9.1.1.1 Muerte celular dependiente de hierro en células de hepatocarcinoma
expuestas a Sorafenib
El investigador Christophe Louandre y sus colaboradores evidenciaron que el Sorafenib es

capaz de desencadenar la ferroptosis en células de hepatocarcinoma utilizando deferoxamina

(DFO), un quelante de hierro. Con sus experimentos se demostré lo que se muestra en la
Tabla 6 (Louandre et al., 2013).

Tabla 6. Resumen de resultados de los experimentos realizados.

Experimento Planteamiento Resultado
1 Efecto de la DFO en células | La deferoxamina protegio a las células
HCC expuestas a Sorafenib | de hepatocarcinoma contra el efecto
citotoxico del Sorafenib.
2 Capacidad de la DFO para | La deferoxamina no bloquea la
bloquear la apoptosis en apoptosis en células de
celulas HCC hepatocarcinoma.
3 La induccion de El incremento de la macroautofagia no
macroautofagia, ¢explica la | esté involucrada en la proteccién contra
proteccién de DFO? los efectos citotdxicos del Sorafenib.
4 DFO, ¢interfiere con la La deferoxamina no interfiere en la
actividad inhibidora de actividad inhibidora de cinasas del
cinasas del Sorafenib? Sorafenib.
5 La proteccion del DFO, Existe una estricta correlacion entre la
¢depende de su capacidad | disminucion de las reservas de hierro
para disminuir las reservas | intracelulares y el efecto protector
de hierro intracelulares? | ejercido por la deferoxamina sobre la
citotoxicidad ejercida por Sorafenib.
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6 DFO, ¢previene eventos Los productos de oxidacion lipidica que
oxidativos inducidos por | se producen por la exposicién a
Sorafenib en células HCC? | Sorafenib son prevenidos por la

deferoxamina (quelante de hierro).

Conclusién: el Sorafenib aplicado a
células HCC induce muerte celular por

ferroptosis.

9.1.1.2 El Sorafenib actia como inhibidor del sistema Xc
El investigador Scott Dixon y sus colaboradores determinaron que el Sorafenib inhibe el

sistema Xc™ desencadenando la ferroptosis. Se encontr6 que la muerte celular inducida por el
tratamiento con Sorafenib en células HT-1080 fue inhibida por los supresores de ferroptosis:
Beta-mercaptoetanol (B-ME), Ferrostatina-1 (Fer-1) y DFO, que también inhiben la muerte
por ferroptosis inducida por Erastina. También, se observé que el tratamiento con Sorafenib
en células HT-1080 disminuyd los niveles de glutation total y resulto en la acumulacion de
peroxidos lipidicos, 1o mismo ocurrié con un tratamiento realizado con Erastina. Estos
resultados indicaron que, como la Erastina, el Sorafenib inhibe la captura de cistina mediada
por el sistema Xc™ conduciendo al estrés del reticulo endoplasmatico, la disminucion de los
niveles de glutation y la acumulacion de especies reactivas de oxigeno lipidicas dependiente
de hierro. Se evalu6 la generalidad de estos resultados usando otras lineas celulares, en las
cinco lineas utilizadas se observo que tanto el tratamiento con Erastina como el tratamiento
con Sorafenib causaron una inhibicién similar de la actividad del sistema Xc". No se sabe
exactamente mediante qué mecanismo el Sorafenib inhibe el sistema Xc", sin embargo, se
tienen dos hipotesis (Figura 9): la primera sugiere que se inhibe mediante la modulacion de
la actividad de una cinasa que controla la funcion del sistema Xc" y, la segunda propone que
se inhibe mediante una modulacién de un objetivo no cinasa, como SLC7A11 (Dixon et al.,
2014).
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Figura 9. El Sorafenib inhibe al sistema Xc-mediante un mecanismo gue alin no se conoce, sin embargo, se
tienen dos hipotesis.

9.1.1.3 El Sorafenib induce disfuncion mitocondrial promoviendo la ferroptosis en
células de hepatocarcinoma
El investigador Yanchun Lin y sus colaboradores demostraron que el Sorafenib induce

disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo en células de hepatocarcinoma, lo cual promueve
la ferroptosis. Ademas, determinaron que el Sorafenib inhibe la proliferacion y migracion de

las celulas de hepatocarcinoma dependiendo de la dosis (Y. Li et al., 2021).

La mitocondria juega un papel clave en el metabolismo celular, por lo que su disfuncion
puede conducir a la acumulacién de ROS. La morfologia mitocondrial es un parametro
valioso para determinar el estado de la mitocondria. Después de tratar células Huh7 con
diferentes concentraciones de Sorafenib se observaron cambios morfologicos en las
mitocondrias los cuales resultaron en un pronunciado aumento de su fragmentacion alrededor
del nacleo. La principal funcion de la mitocondria es la sintesis de ATP mediante la
fosforilacion oxidativa, por lo que se examind la actividad de los complejos de transporte de
electrones mitocondrial para determinar si se afecté el balance del sistema de transporte de

electrones; el Sorafenib interrumpi6 el trasporte de electrones y disminuyd la actividad de

e
23



los complejos I+I11, 1+I1l 'y V. La disminucién resulté en el colapso del potencial de
membrana mitocondrial y el decremento de la sintesis de ATP. Una morfologia mitocondrial
anormal afecta el balance en la homeostasis de ROS, lo que puede conducir a peroxidacion
lipidica y muerte por ferroptosis. Cuando las células de hepatocarcinoma fueron expuestas a
diferentes concentraciones de Sorafenib se observd que, tanto las especies reactivas de
oxigeno intracelulares como los niveles de ROS mitocondriales aumentaron. Aunado a lo
anterior, el Sorafenib increment6 la formacion de peroxidos lipidicos, lo que condujo a la

muerte celular por ferroptosis (Figura 10) (Y. Li et al., 2021).
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Cambios morfolégicos: Transporte de electrones
fragmentacién alrededor del interrumpido y disminucion de
nucleo la actividad de los complejos
I+ L+ y V
Desbalance en la Colapso del potencial de
homeostasis de ROS, y membrana y disminucion
peroxidacion lipidica de la sintesis de ATP

Figura 10. Efectos del Sorafenib en la mitocondria determinado en células de hepatocarcinoma
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9.1.1.4 Lainduccién de la ferroptosis es una propiedad Unica del Sorafenib con
respecto a otros inhibidores de cinasas
La investigadora Emma Lachaier y sus colaboradores demostraron que la induccion de la

ferroptosis es una propiedad especifica del Sorafenib y no es compartida con otros farmacos
anticancerigenos disponibles para uso clinico. Para demostrar esto se utilizaron células
ACHN, las cuales son altamente sensibles a la ferroptosis inducida por Sorafenib, se les
aplicaron diez inhibidores de quinasas clinicamente relevantes que tenian diferentes
actividades en el kinoma (que es el conjunto completo de proteinas quinasas codificadas en
el genoma) de células cancerigenas: Erlotinib, Gefitinib, Tivantinib, Vemurafenib,
Selumetinib, Rapamicina, Imatinib, Masatinib, Ponatinib y Sorafenib. Obteniendo los

resultados mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados obtenidos de la exposicion de células ACHN a diferentes inhibidores de

quinasas
Inhibidor de ¢Induce Inhibidor de ¢Induce
guinasas ferroptosis? guinasas ferroptosis?
Erlotinib No Rapamicina No
Gefitinib No Imatinib No
Tivantinib No Masatinib No
Vemurafenib No Ponatinib No
Selumetinib No Sorafenib Si

Por los resultados anteriores se concluyd que la induccién de ferroptosis es una propiedad
especifica del Sorafenib la cual no comparte con otros inhibidores de quinasas con actividad

anticancerigena (Borba et al., 2021; Lachaier et al., 2014).

9.2 Problemética existente con la estrategia actual
El principal problema que existe con el uso del Sorafenib como tratamiento para el

hepatocarcinoma avanzado es que s6lo aproximadamente el 30% de los pacientes puede
obtener beneficios reales con el Sorafenib debido a que se ha observado que los resultados
de la terapia estan ligados a la funcién hepatica; a mayor funcion hepéatica mayor es la

supervivencia y viceversa. Aunado a esto, los pacientes que obtienen beneficios reales de
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esta terapia usualmente adquieren resistencia a este farmaco dentro de un lapso de seis meses.
La variabilidad en la quimiosensibilidad al Sorafenib entre diferentes pacientes no es
entendida del todo; es posible que otras vias de sefializacion estén involucradas en su
mecanismo anticancerigeno. En estudios clinicos aleatorios de fase 111 realizados a pacientes
con hepatocarcinoma avanzado, se observo que el tratamiento con Sorafenib s6lo mejoré el
tiempo de progresion del tumor de 1.4 a 2.7 meses y extendid la supervivencia de 2.3 a 2.8
meses comparado con el grupo placebo, sugiriendo que existe una resistencia adquirida la
cual ocasiona que el Sorafenib tenga un efecto insatisfactorio (Colagrande et al., 2015; Y. Li
etal., 2021; W. Tang et al., 2020; Xie et al., 2012).

9.2.1 Principales mecanismos de resistencia al Sorafenib en el hepatocarcinoma
Recientes estudios sugieren que en la resistencia al Sorafenib en el tratamiento del

hepatocarcinoma se ven involucrados factores epigenéticos, procesos de trasporte, muerte

celular regulada y microambiente del tumor (Figura 11) (W. Tang et al., 2020).

Principales mecanismos de
resistencia al Sorafenib en

HCC
estos son
Modificaciones Procesos de Muerte celular Microambiente
epigenéticas transporte regulada del tumor
estan estan estan estan
involucrados involucrados involucrados involucrados
RNAs no Metilacidn Trasportadores Exosomas Autofagia Ferroptosis Hipoxia Reactivaciin
codificantes ABC viral

Figura 11. Principales mecanismos de resistencia al Sorafenib en hepatocarcinoma.
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9.2.1.1 Modificaciones epigenéticas involucradas en la resistencia al Sorafenib
Las modificaciones epigenéticas pueden cambiar la expresion de genes sin cambiar las

secuencias de DNA, y algunas modificaciones pueden ser heredadas (Figura 12). En algunos
casos, los cambios epigenéticos son dinamicos y responden a estimulos del ambiente. Los
mecanismos epigenéticos regulan diferentes procesos fisiolégicos que ocurren en los
organismos vivos, incluyendo la diferenciacion y la proliferacién celular. Existen dos tipos
de mecanismos que estan involucrados en la resistencia al Sorafenib en el hepatocarcinoma:
basados en RNA no codificantes y por metilacion. Se ha hecho evidente que los RNAS no
codificantes (ncRNAs), incluyendo los RNAs largos no codificantes (IncCRNASs) vy
microRNAs (miRNA), son criticos en el desarrollo de la resistencia al Sorafenib en el
hepatocarcinoma debido a que se ha observado que varios RNAs no codificantes se
desregulan en el hepatocarcinoma e impactan en la sensibilidad al Sorafenib, por ejemplo, la
sobreexpresion de SNHG16 favorece la resistencia al Sorafenib, sin embargo, no se conoce
del todo el mecanismo por el que lo hace, se cree que puede actuar como una esponja que
captura a otros RNAs no codificantes que sensibilizan a las células de hepatocarcinoma al
Sorafenib como miR-140-5p. La metilacion se refiere al proceso de transferencia de grupos
metilo de compuestos metilicos activos a otros compuestos. Algunos ejemplos son: la
metilacion de RNA, la metilacion de histonas y la metilacion de DNA. Una metilacion
aberrante puede ocasionar que la expresion de genes cambie y resulte en caracteristicas
cancerosas (W. Tang et al., 2020).
Modificaciones epigenéticas

involucradas en la resistencia al

Sorafenib
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éstas son
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RNAs no codificantes;
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MiRNAs
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DNA RNA Histonas

Figura 12. Modificaciones epigenéticas involucradas en la resistencia al Sorafenib.
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9.2.1.2 Procesos de transporte involucrados en la resistencia al Sorafenib
En laresistencia al Sorafenib se ven involucrados los transportadores ABC los cuales reducen

la efectividad de la terapia debido a que transportan a los farmacos fuera de la célula
cancerigena y afectan negativamente los resultados de las terapias anticancerigenas. Se ha
observado que varios inhibidores de quinasas incluido el Sorafenib interaccionan con los
trasportadores ABC. También, los exosomas estan involucrados en la resistencia al
Sorafenib; éstos son pequefias vesiculas extracelulares que contribuyen a la comunicacion
celular y regulan el microambiente tumoral. En células normales, los exosomas remueven
biomoléculas dafiinas, pero en células cancerigenas este mecanismo podria estar secuestrado.
Por ejemplo, células cancerigenas resistentes a farmacos pueden encapsular farmacos de uso
terapéutico en exosomas y transportarlos fuera de las células tumorales (Figura 13) (W. Tang
et al., 2020).

Procesos de trasporte
involucrados en la
resistencia al Sorafenib

son
Transporte por Transporte por
ABC exosomas
en éste en éste
Se saca al farmaco Se encapsula al farmaco y
del interior de la es transportado al exterior
célula de la célula

Figura 13. Procesos de trasporte involucrados en la resistencia al sorafenib en el hepatocarcinoma.
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9.2.1.3 Tipos de muerte celular regulada involucrados en la resistencia al Sorafenib
El término muerte celular regulada describe los tipos de muerte celular originados del

microambiente extracelular o intracelular que ocurren a través de mecanismos moleculares
cuando las respuestas adaptativas no pueden restablecer la homeostasis celular. La muerte
celular regulada se puede dividir en diferentes procesos: apoptosis, autofagia, proptosis,
ferroptosis, etc. Especialmente la autofagia y la ferroptosis estan involucradas en la
resistencia al Sorafenib en el hepatocarcinoma (Figura 14). La autofagia es un proceso en el
que algunas proteinas dafiadas u organelos son encapsulados en vesiculas autofagicas y, estas
a su vez, son enviadas a los lisosomas para su degradacién y reciclado. La autofagia es un
mecanismo importante en la resistencia a los farmacos debido a que promueve la
supervivencia de las células tumorales en caso de estrés terapéutico o metabdlico (W. Tang
et al., 2020).

En la ferroptosis se rompe el balance redox en la célula y se producen perdxidos lipidicos,
conduciendo a la muerte celular. Para este mecanismo se encontré que metalotioneina MT-
1G es un regulador critico en la resistencia al Sorafenib en el hepatocarcinoma debido a que
la expresion del RNA mensajero para MT-1G, asi como la expresion de la respectiva proteina
fue promovida por el Sorafenib, pero no por otros inhibidores de quinasas. Aunado a esto, se
observo gue al disminuir la expresion de MT-1G disminuyeron mas los niveles de glutatién
e incrementd la peroxidacion lipidica, lo que contribuyé a la ferroptosis (W. Tang et al.,
2020).
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Figura 14. Tipos de muerte regulada involucrados en la resistencia al Sorafenib en el
hepatocarcinoma.

9.2.1.4 El ambiente tumoral y la resistencia al Sorafenib

La metastasis, la invasion y el crecimiento del cancer estan afectados por el microambiente
del tumor. Un tratamiento continuo con Sorafenib resulta en la inhibicion angiogénica del
tumor y, posteriormente en hipoxia dentro del mismo, lo que facilita la seleccion de clonas
celulares resistentes que se adaptan al déficit de oxigeno y nutrientes y, por lo tanto, se limita
la eficacia del Sorafenib. La hepatitis B y C cronicas son de las principales causas de
hepatocarcinoma. La reactivacion de la infeccion viral durante la quimioterapia e
inmunosupresiéon puede causar dafio fulminante al higado y muerte (Figura 15). Una alta
carga de DNA del virus de la hepatitis B esta criticamente relacionada con el riesgo en la
recurrencia del hepatocarcinoma. Se ha comenzado a estudiar la correlacion entre la eficacia
del Sorafenib y la reactivacion viral y, se ha reportado que el Sorafenib promueve la
reactivacion viral debido a que reduce el numero de células natural killer (NK) e inhibe la
reactividad de éstas contra las células de hepatocarcinoma, sin embargo, ain no se conoce
del todo la correlacién entre la terapia con Sorafenib y la reactivacién viral (W. Tang et al.,
2020).
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Figura 15. Factores ambientales involucrados en la resistencia al Sorafenib en el
hepatocarcinoma.

9.3 Estrategias terapéuticas potenciales

9.3.1 Estrategias terapéuticas potenciales que mejoran la eficacia del Sorafenib y no
involucran el uso de nanoparticulas

9.3.1.1 Efecto sinérgico del Artesunato y el Sorafenib para inducir ferroptosis en el
hepatocarcinoma
El Artesunato es un derivado de la Artemisinina usado como monoterapia para el tratamiento

de la malaria grave y, en combinacién con un farmaco asociado se usa para la malaria no
grave (Kouakou et al., 2019). Ademas, a diferencia del Sorafenib, tiene la capacidad de
producir ferroptosis independiente del sistema Xc". En células de cancer cervical HelLa, el
Artesunato se acumula en el lisosoma, activando la funcién lisosomal y promoviendo la
degradacion de la ferritina y, como consecuencia, se da la liberacion de Fe?*. Este efecto
mediado por Artesunato en el lisosoma y la acumulacion de hierro celular puede también
ocurrir en células de hepatocarcinoma, por lo que el Artesunato podria tener sinergia con el
Sorafenib para inducir la ferroptosis. Ademas, este derivado de la Artemisinina es bien

tolerado en pacientes clinicos y es relativamente asequible (Z. Li et al., 2021).
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El investigador Zhong-jie Liy sus colaboradores determinaron que el Artesunato es un buen
candidato para que, junto con el Sorafenib, se produzca un efecto sinérgico que ayude a

inhibir el hepatocarcinoma (Figura 16) (Z. Li et al., 2021). Para ello, demostraron que:

1. El Artesunato sensibiliza a las células de hepatocarcinoma al Sorafenib para inducir
muerte celular in vitro; el Artesunato por si mismo, inhibid la proliferacion de células
HepG2, pero cuando fue combinado con dosis crecientes de Sorafenib, disminuyd
aun mas la proliferacion celular. El efecto sinérgico fue mas evidente en células Huh7,
SNU-449 y SNU-182, incluso cuando el Sorafenib fue administrado a dosis bajas.
Ademas, en un ensayo de formacion de colonias realizado, se observd que el
tratamiento combinado disminuyd el crecimiento de colonias después de 10 dias de
tratamiento.

2. Eltratamiento combinado (Artesunato y Sorafenib) inhibe el crecimiento de un tumor
de hepatocarcinoma in vivo (en ratones) a través de muerte celular extensa; se produjo
muerte celular extensa en el tumor, por lo que se retard6 el crecimiento tumoral y se
redujo el tamafio de los nddulos tumorales. Aunque los tratamientos individuales con
Sorafenib y Artesunato también provocaron muerte de las células, las zonas de muerte
celular fueron notablemente mas pequefias que con el tratamiento combinado.

3. El tratamiento combinado produce peroxidacion lipidica; se produjo peroxidacion
lipidica como consecuencia del tratamiento combinado, la cual fue prevenida por
liproxtatina-1 (inhibe peroxidacion lipidica) y N- acetilcisteina (promueve sintesis de
glutation). Ademas, se utilizaron liproxstatina-1 y DFO que son inhibidores de la
ferroptosis para confirmar que el tratamiento combinado induce muerte celular por
ferroptosis.

4. El tratamiento combinado afecta las funciones mitocondriales; se increment6 la
generacion de ROS mitocondriales y aumentd la produccién de ROS celulares.
También, el tratamiento causo la reduccién del potencial de membrana mitocondrial
y afecto funciones mitocondriales como la homeostasis mitocondrial de las especies
reactivas de oxigeno y la generacion de ATP.

5. EIl tratamiento combinado incrementa la funcion lisosomal y la degradacion de la
ferritina; el tratamiento inhibid la expresion de la cadena ligera de la ferritina (FTL)

y de la cadena pesada (FTH). Ademas, disminuy0 la expresion de TFRC (gen de la
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transferrina). Tanto la transferrina como ferritina son importantes proteinas
reguladoras de hierro en el cuerpo; la ferritina, almacena hierro en el citoplasma y la
transferrina, trasporta hierro en la sangre o en los fluidos. Se observd que el
tratamiento combinado promovi6 la degradacion lisosomal de FTL y, por ende, el
aumento de las concentraciones de Fe?*. Se evidencié la activacion lisosomal
ocasionada por el tratamiento combinado debido a que se dio un aumento en las
actividades de catepsina B y L lisosomales.
Inhibicion del crecimiento

tumoral por muerte celular
extensa

Muerte celular H: Peroxidacion
in vitro “0-0] lipidica

Artesunato o)

Tratamiento combinado

" 4 )

Funcioén lisosomal Afectacion en
incrementada; degradacion de funciones
la ferritina mitocondriales

Figura 16. Efectos del tratamiento combinado (Sorafenib y Artesunato) demostrados por Z. Li
et al (2021).

9.3.1.2 El Haloperidol (un antagonista del receptor sigma 1) promueve la ferroptosis
inducida por Sorafenib en células de hepatocarcinoma
El receptor sigma 1 es un modulador de proteinas que estd involucrado en el metabolismo

del estrés oxidativo, se encuentra localizado en el reticulo endoplasmico, la membrana

mitocondrial, la membrana plasmética y la envoltura nuclear. Este receptor es encontrado en
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muchos tejidos en humanos, ratas y ratones incluyendo el higado en donde se encuentra
abundantemente, pero su expresion esta generalmente concentrada en el sistema nervioso
central. Varias clases de farmacos psicotropicos al receptor sigma 1, incluido el Haloperidol,
tienen una alta afinidad hacia el mismo. El Haloperidol es un antagonista del receptor sigma
1y, se ha reportado que los antagonistas de este receptor disminuyen la supervivencia de

células tumorales (Bai et al., 2017).

El investigador Tao Bai y sus colaboradores identificaron que el Haloperidol promueve la
ferroptosis inducida por Sorafenib en células de hepatocarcinoma (Figura 17) (Bai et al.,

2017). Para ello, demostraron que:

1. El Haloperidol tiene la capacidad de promover la muerte celular inducida por
Sorafenib; se determind la viabilidad celular en lineas celulares HepG2 y Huh7
después de los tratamientos aplicados: el primero con Sorafenib en ausencia de
Haloperidol y, el segundo con Sorafenib y Haloperidol. EI Haloperidol promovio la
muerte celular inducida por Sorafenib de manera dependiente de la dosis y el tiempo
en ambas lineas celulares.

2. EIl Haloperidol promueve ferroptosis, pero no apoptosis ni necroptosis; la muerte
celular inducida por Sorafenib y promovida por Haloperidol fue inhibida por la Fer-
1 (un fuerte inhibidor de la ferroptosis), en cambi6 al usar ZVAD-FMK (un fuerte
inhibidor de la apoptosis) y necrosulfonamida (un fuerte inhibidor de la necroptosis)
no hubo un efecto significativo.

3. EIl Haloperidol acelera la acumulacion de hierro y la peroxidacion lipidica, ademas
de facilitar la disminucion de GSH; el tratamiento combinado (Sorafenib-
Haloperidol) incrementd los niveles de malondialdehido (MDA), producto final de la
peroxidacion lipidica, y Fe?* en comparacion con el tratamiento en el que se utilizo
inicamente Sorafenib. Fe?" participa en la reaccion de Fenton, la cual produce ROS.
La acumulacion de Fe?* y productos resultantes de la peroxidacion lipidica promueve
la ferroptosis inducida por Sorafenib. También, el tratamiento combinado aceleré la

disminucion de GSH provocada por Sorafenib.
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Figura 17. Factores que promueven la ferroptosis en el tratamiento combinado
Sorafenib-Haloperidol.

9.3.1.3 Ladisminucion de la expresion de MT-1G mejora la actividad
anticancerigena del Sorafenib en células de hepatocarcinoma
La metalotioneinas (MTSs) son proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina, las cuales

son altamente inducidas en respuesta a diferentes estresores ambientales incluyendo iones
metalicos, citocinas y radicales libres. Estas proteinas juegan un rol critico en la
desintoxicacién de metales pesados y defensa antioxidante. En los mamiferos existen 4
miembros principales: MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4. MT-1y MT-2, se expresan en varios
tejidos, incluyendo el higado, mientras que MT-3 y MT-4 se expresan principalmente en el
tejido cerebral y en las células epiteliales escamosas respectivamente. Aungue las proteinas
MT-2, MT-3 y MT-4 estan codificadas por un sélo gen, la proteina MT-1 consta de varios
subtipos codificados por un conjunto de genes. Los genes MT-1 activos son ocho: MT-1A,
MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H, MT-1M y MT-1X. A estos se afiaden cinco
pseudogenes que no estan expresados en humanos (MT-1C, MT-1D, MT-1J y MT-1L). Existe
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evidencia que indica que la expresion de MT es un factor prondstico para la progresion

tumoral y la resistencia a farmacos en una gran variedad de neoplasias (X. Sun et al., 2016).

El investigador Xiaofang Sun y sus colaboradores demostraron que la disminucion de la
expresion de MT-1G in vitro e in vivo mejora la actividad anticancerigena del Sorafenib en

células de hepatocarcinoma (Figura 18) (X. Sun et al., 2016). Para ello, determinaron que:

1. La disminucién de la expresion de MT-1G mejora la sensibilidad al Sorafenib; se
utilizaron células Huh7 y HepG2 en las que se disminuyd la expresion de MT-1G lo
que notablemente mejord la ferroptosis inducida por Sorafenib. Ademas, la
disminucion de la expresion de este gen inhibi6 la proliferacion de las células de
hepatocarcinoma a largo plazo después de haber sido aplicado el tratamiento con
Sorafenib.

2. MT-1G es un regulador negativo de la ferroptosis en células de hepatocarcinoma; se
trataron células de hepatocarcinoma con la expresion del gen MT-1G disminuida
utilizando varios inhibidores de muerte celular. Los inhibidores de la ferroptosis (Fer-
1y liproxstatina-1) restablecieron la viabilidad celular después del tratamiento con
Sorafenib, en cambio, ZVAD-FMK (inhibidor de la apoptosis) y necrosulfonamida
(inhibidor de la necroptosis) no tuvieron influencia en la muerte celular inducida por
Sorafenib. Ademas, se observd que los productos de finales de la peroxidacion
lipidica como el MDA se incrementaron después del tratamiento con Sorafenib en
células en las que la expresion de MT-1G estaba reducida. Sin embargo, los niveles
de Fe?* no se vieron afectados en estas células después del tratamiento con Sorafenib,
tampoco se detectd alguna afectacion en los niveles de mMRNA de genes encargados
del metabolismo del hierro. Esto sugiere que MT-1G inhibe la ferroptosis modulando
la peroxidacion lipidica pero no la produccion o el metabolismo de Fe?*. Los niveles
de GSH también se vieron afectados por la disminucion de la expresion de MT-1G;
el GSH intracelular disminuyd méas después del tratamiento con Sorafenib.

3. La disminucién de la expresion de MT-1G mejora el efecto anticancerigeno del
Sorafenib in vivo; se implantaron células Huh7 con la expresion de MT-1G

disminuida en ratones nude, después de algunos dias fueron tratados con Sorafenib.
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Se observo que el tratamiento con Sorafenib redujo el tamafio de los tumores de

manera importante en comparacion con el grupo control.
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Figura 18. Efecto de la disminucién de la expresion de MT-1G en la ferroptosis inducida por
Sorafenib.

9.3.1.4 La sobreexpresion de Quiescina sulfidril oxidasa 1 (QSOX1) promueve la
ferroptosis inducida por Sorafenib en células de hepatocarcinoma
La quiescina sulfidril oxidasa 1 (QSOX1) es una enzima que cataliza la oxidacion de tioles

durante el plegamiento de las proteinas reduciendo el oxigeno a peréxido de hidrogeno como
subproducto. QSOX1 participa en la formacion de enlaces disulfuro en varias proteinas y
también esta involucrada en varios procesos relacionados con el cAncer como la autofagia y
la modulacion de la matriz extracelular. QSOX1 se localiza principalmente en el aparato de
Golgi y en las vesiculas intracelulares. Se ha identificado a QSOX1 como un supresor de
tumor en hepatocarcinoma. NRF2 es un factor transcripcional que regula genes cuyos
productos proteinicos ayudan a controlar importantes procesos bioldgicos ligados a la

reduccion de ROS y la defensa contra el estrés oxidativo (Sun et al., 2021).

El investigador Jialei Sun y sus colaboradores demostraron que QSOX1 potencia la
ferroptosis inducida por Sorafenib por la inhibicion de NRF2 in vitro e in vivo (Figura 19)

(Sun et al., 2021). Para ello, determinaron que:
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1. QSOX1 promueve la ferroptosis inducida por Sorafenib regulando a la baja NRF2 en
células de hepatocarcinoma; después del tratamiento con Sorafenib se observo que la
sobreexpresion de QSOX1 resulté en un incremento en la muerte celular o una
reducida viabilidad en células MHCC97H, mientras que su inhibicién resultd en una
menor muerte celular o un incremento en la viabilidad en células Hep3B. Para
investigar el tipo de muerte celular asociada con el incremento de la expresion de
QSOX1 vy el tratamiento con Sorafenib, se evaluo el efecto de la Fer-1 y la DFO
(inhibidores de la ferroptosis), asi como de ZVAD-FMK (inhibidor de la apoptosis)
y necrosulfonamida (inhibidor de la necroptosis). S6lo los inhibidores de la
ferroptosis fueron capaces de proteger a las células de la muerte celular inducida por
Sorafenib. Esto confirmo que el Sorafenib causa muerte celular por ferroptosis en
células de hepatocarcinoma y que QSOX1 mejora el efecto anticancerigeno del
mismo mediante la regulacion de la ferroptosis. Ademas, se demostré que la
sobreexpresion de QSOX1 promueve la ferroptosis inducida por Sorafenib mediante
la regulacion a la baja de NFR2 ya que la sobreexpresion de QSOX1 resultd en una
mayor disminucion de los niveles de GSH los cuales fueron restablecidos por SFN
(activador de NRF2). Ademas, la disminucién de la expresion de QSOX1 bloque6
parcialmente el decremento de GSH resultado del tratamiento con Sorafenib en
células Hep3B. La reversion de este efecto se dio ante el uso de AT (un inhibidor de
NRF2). También, se observé que QSOX1 coopera con el Sorafenib para regular la
produccion de Fe?*, pero no lo hace sin Sorafenib (la sobreexpresion de QSOX1 junto
con Sorafenib incrementa los niveles de Fe?* en comparacion con el tratamiento s6lo
con Sorafenib y, la disminucion de la expresion los disminuye). La sobreexpresion
de QSOX1 incrementa la peroxidacién lipidica inducida por Sorafenib mientras que
la disminucion frena su incremento.

2. QSOX1 mejora la actividad anticancerigena del Sorafenib in vivo mediante la
potenciacidn de la ferroptosis; se utilizaron modelos de xenoinjerto ortotopico en los
que el tumor formado por células MHCC97H con sobreexpresion de QSOX1, las
cuales presentaron niveles de expresion de NRF2 atenuados. El tratamiento con
Sorafenib condujo a la reduccién en la expresién de NRF2 en el mismo tipo de células

(con QSOX1 sobreexpresada). Asimismo, el tratamiento con Sorafenib result6 en el
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incremento tanto del producto de peroxidacion lipidica conocido como 4-
hidroxinonenal (4-HNE) como de los niveles de expresion de TFRC (que son

marcadores de la ferroptosis) en los tumores generados por células MHCC97H con

sobreexpresion de QSOX1.
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la ferroptosis
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regular la produccion peroxidacién inducida
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Figura 19. Efectos de la sobreexpresion de QSOX1 en la ferroptosis inducida Sorafenib.

9.3.1.5 La Trigonelina promueve la ferroptosis inducida por Sorafenib en células de
hepatocarcinoma
La Trigonelina es un alcaloide que se encuentra presente en cantidades considerables en el

café y es el ingrediente farmacol6gico primario de la Trigonella foenum-graecum L.
(fenogreco), se presenta de manera abundante en las semillas de esta planta. Se ha reportado
que la Trigonelina actia en NRF2 (lo inhibe) y puede ser usada en una terapia combinada
para cancer de higado (X. Sun et al., 2016; J. Yu & Wang, 2021).
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El investigador Xiaofan Sun y sus colaboradores demostraron que la inhibicién de NRF2 por
el alcaloide Trigonelina mejora la actividad anticancerigena del Sorafenib in vitro e in vivo
(Figura 20). Para ello, se utilizaron células HepG2 y Hepal-6, en las que se observo que el
uso de Trigonelina en conjunto con Sorafenib inhibe la proliferacién celular. El alcaloide
Trigonelina también mejord la actividad anticancerigena del Sorafenib en modelos de
xenoinjerto subcutaneo disminuyendo el tamafio del tumor. Estos resultados indican que la
inhibicion de NRF2 ocasiona que las células de hepatocarcinoma sean mas sensibles a
Sorafenib, demostrando que NRF2 juega un papel critico en la ferroptosis (X. Sun et al.,
2016).
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Figura 20. Efectos de la combinacién Sorafenib-Trigonelina.

9.3.1.6 Efecto sinérgico anticancerigeno del Sorafenib en combinacién con la
disminucion de GSH en ceélulas de hepatocarcinoma
Mantener los niveles de GSH, el antioxidante méas abundante en células de mamifero, es

esencial para el balance redox y la supervivencia de la célula. El investigador Yanchun Liy
sus colaboradores disminuyeron los niveles de GSH de dos maneras: mediante la privacion
de cisteina en el medio y mediante el tratamiento con un inhibidor especifico e irreversible
de la cistationina-gamma-liasa (CSE). Después, se aplicé el tratamiento con Sorafenib. Para

el medio privado de cisteina se observo que la capacidad antiproliferativa del Sorafenib fue
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mejorada (Figura 21). La inhibicion de la CSE por DL-propargil-glicina exacerbd el inicio
de la ferroptosis y la formacion de peroxidos lipidicos. Esta perspectiva puede ser usada para
el desarrollo de nuevas terapias combinadas con Sorafenib para tratar el hepatocarcinoma
avanzado (Y. Lietal., 2021).

50T e GSH
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comparacion con soélo
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Figura 21. Efecto de la disminucidn de GSH en conjunto con el tratamiento de Sorafenib.

9.3.1.7 Ladisminucion de la expresion de DAZAP1 promueve la ferroptosis inducida
por Sorafenib en células de hepatocarcinoma
La Proteina 1 Asociada a la Deletada en Azoospermia (DAZAP1) es una proteina de union a

RNA (RBP) involucrada no solo en la espermatogénesis, también se ve involucrada en el
crecimiento y el desarrollo normal en mamiferos. Al ser una RBP, DAZAP1 tiene un papel
clave en las modificaciones post-transcripcionales; como el splicing alternativo y el
transporte nucleocitoplasmatico. Las funciones y los mecanismos exactos de DAZAP1 en
enfermedades malignas humanas permanecen desconocidos. El investigador Wang Qi y sus
colaboradores realizaron un estudio en el que demostré que DAZAPL es un regulador de la
proliferacion, invasion y migracion en hepatocarcinoma (Q. Wang et al., 2021).

El mismo investigador y su equipo determinaron que la disminucion de la expresion de
DAZAP1 promueve la ferroptosis inducida por Sorafenib en células de hepatocarcinoma

(Figura 22) (Q. Wang et al., 2021). Para ello, demostraron que:

1. La inhibicion de la proliferacion de células de hepatocarcinoma producida por
Sorafenib es mayor en células en las que se disminuy0 la expresion de DAZAP1; al
someter a células HepG2 y Hep3B a concentraciones crecientes de Sorafenib se

observo que la inhibicion de la proliferacion celular aumentaba con la concentracién.
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Esta inhibicion se vio mejorada en células en las que se disminuyd la expresion de
DAZAP1.

La disminucion de la expresion de DAZAP1 regula a la baja la expresion de
SLC7A11 y GPX4 en células de hepatocarcinoma tratadas con Sorafenib; para
demostrar esto se utilizaron células HepG2 y Hep3B en las cuales se disminuyd la
expresion de DAZAP1. Estas fueron tratadas con Sorafenib vy, se les determind la
expresion relativa de SLC7AL11 y GPX4, la cual result6 disminuida.

La disminucion de la expresion de DAZAP1 promueve la ferroptosis producida por
Sorafenib in vivo; para esto, ratones nude fueron inoculados subcutaneamente con
células HepG2 en las cuales la expresion de DAZAP1 fue disminuida y, fueron
tratados con Sorafenib, después de 28 dias se demostrd que el volumen promedio del
tumor en estos ratones disminuyd en comparacion con el grupo control. Ademas, a
algunos de los tumores se les determind la expresion relativa de SLC7A11l y GPX4.
Tanto la expresion de SLC7A11 como de GPX4 resultd reducida de forma importante
lo que demuestra que la reduccién de la expresion de DAZAP1 mejora el efecto

terapéutico del Sorafenib al reducir la expresion de SLC7A11 y GPXA4.
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Figura 22. Efecto de la disminucién de la expresién de DAZAP1 en la ferroptosis producida
por Sorafenib.

9.3.1.8 Glutatién S-transferasa Zeta 1 (GSTZ1) sensibiliza a las células de
hepatocarcinoma a la ferroptosis inducida por Sorafenib
Las Glutation S-tranferasas (GSTs) son una clase de enzimas que catalizan la conjugacion de

glutation (GSH) a compuestos electrofilicos endégenos o exdgenos. La GSTZ1 es un
miembro importante de las GSTs, la cual participa en el catabolismo de fenilalanina/tirosina
y cataliza la isomerizacion de maleilacetoacetato a fumarilacetoacetato. Se ha determinado

que en el hepatocarcinoma se presenta una expresion pobre de GSTZ1 (Wang et al., 2021) .

El investigador Qiujie Wang y sus colaboradores determinaron que la sobreexpresion de
GSTZ1 promueve la ferroptosis inducida por Sorafenib (Figura 23) (Wang et al., 2021). Para

ello, demostaron que:

1. La supresion de GSTZ1 promueve la resitencia a Sorafenib en células de
hepatocarcinoma; se suprimié GSTZ1 en células HepG2 y SNU449 lo que disminuy6
su sensibilidad al Sorafenib y su efecto inhibindor de la proliferacion.

2. Lasobreexpresion de GSTZ1 mejora la ferroptosis inducida por Sorafenib en células
de hepatocarcinoma; al sobreexpresar GSTZ1 en células HepG2 y SNU449 aumentd
su sensibilidad al Sorafenib. Ademas, se midieron los niveles de ROS, hierro y

peroxidacion lipidica, los cuales son la principal causa de ferroptosis; la
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sobreexpresion de GSTZ1 aumento los niveles de ROS, hierro y malondialdehido

(MDA). Este ultimo, es uno de los principales productos finales de la peroxidacion

lipidica.
GSTZ1
Sobreexpresion Supresion
Promueve la Promueve la
ferroptosis inducida resistencia al
por Sorafenib Sorafenib

Figura 23. Efecto de la sobreexpresion y la supresién de GSTZ1 en células de hepatocarcinoma
tratadas con Sorafenib.

9.3.1.9 El tratamiento combinado de RSL3, hierro y Sorafenib incrementa la
susceptibilidad a la ferroptosis de células de hepatocarcinoma
RSL3 disminuye la actividad enziméatica de GPX4 por lo que puede ser utilizado en la terapia

contra el cancer. La invetigadora Michela Asperti y sus colaboradores administraron hierro,
RSL3 y Sorafenib en conjunto para determinar si la sensibilidad de las células de
hepatocarcinoma a la ferroptosis se veia aumentada (Figura 24). Para ello, utilizaron células
HepG2y HA22T/VGH, éstas fueron tratadas con Sorafenib, RSL3 y citrato de amonio férrico
(FAC). El tratamiento s6lo con Sorafenib tuvo poco efecto, sin embargo, el tratamiento con
Sorafenib y RSL3 tuvo un mayor efecto; la viablidad de las células se vio reducida (A 24h,
60% en HepG2 y 20% en HA22T/VGH vy, a 72h, 80% en HepG2 y 60% en HA22T/VGH),
pero el tratamiento con Sorafenib, RSL3 y FAC potenci6 ain mas el efecto, es decir, provoco
una mayor pérdida de viabilidad celular (A 24h, 70% en HepG2 y 60% en HA22T/VVGH vy,
a 72h, 90% en HepG2 y 80% en HA22T/VGH). La combinacién entre RSL3 y FAC también
fue efectiva en ambas lineas celulares con un importante incremento en la muerte celular
comparado con el tratamiento individual. Ademas, se observo que todos los tratamientos
aumentaron la formacion de ROS lipidicas. Estos resultados demuestran la eficacia del triple

tratamiento y que la muerte celular se produjo mediante ferroptosis (Asperti et al., 2021).

e
44



Sorafenib o, FAC l

Aumentan la
susceptibilidad a la
ferroptosis en células
de hepatocarcinoma

ocurre porque A esto
Aumenta la Lo hacen mejor en conjunto
formacion de ROS gue de forma individual o
lipidicas en un doble tratamiento

Figura 24. El tratamiento combinado con RSL3, FAC (hierro) y Sorafenib hacen mas
susceptibles a las células de hepatocarcinoma a la muerte celular por ferroptosis.

9.3.1.10 La disminucion de la expresion de ABCC5 promueve la ferroptosis inducida

por Sorafenib en células de hepatocarcinoma

ABCC5 es un miembro de la familia de transportadores ABC que regula la salida de
metabolitos enddgenos, toxinas, iones intracelulares y farmacos. Aungue ha surgido
evidencia de que la expresion de ABCCS5 es un factor pronéstico para la progresion tumoral
y la resistencia a farmacos, el papel de ABCC5 en la actividad anticancerigena del Sorafenib
en células de hepatocarcinoma permenece desconocida (W. Huang et al., 2021).

El investigador Wenbin Huang y sus colaboradores identificaron a ABCC5 como nuevo

regulador critico de la ferroptosis, asi como blanco terapéutico prometedor para la resistencia

adquirida a Sorafenib en células de hepatocacinoma humano (Figura 25) (W. Huang et al.,

2021). Para ello, determinaron que:

1. El Sorafenib induce la expresion de ABCC5 en células de hepatocarcinoma humano;
se utilizaron células Huh7 que fueron tratadas con Sorafenib por 24 h, para

posteriormente determinar los niveles de mMRNA de la familia ABCC, se observo que
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los niveles més altos de expresion se presentaron para ABCC1, ABCC3y ABCC5.
Asimismo, se determind la expresion de proteina para ABCC1, ABCC3 y ABCC5,
observandose que ABCC5 tuvo un mayor aumento en la expresion con respecto a
ABCCL1 y ABCC3 después del tratamiento con Sorafenib.

2. ABCC5 esta involucrada en la resistencia al Sorafenib; se observd que al
sobreexpresar ABCC5 en células Huh7 se inhibi¢ la citotoxicidad inducida por
Sorafenib y se vio mejorada al utilizar un inhibidor de ABCC5 (MK571). También,
se observo que la disminucion de la expresion de ABCC5 en células Sk-Hep-1
intensifico la citotoxicidad inducida por Sorafenib.

3. ABCCS5 es un regulador negativo de la ferroptosis al tener efecto sobre SLC7A11; se
observo que al sobreexpresar ABCC5 en células Huh7 la peroxidacion lipidica
causada por Sorafenib se vio aminorada y viceversa. Ademas, la disminucién de la
expresion de ABCC5 también provoco que la expresion de la proteina SLC7A11l

disminuyera en células Huh7-SR.

ABCC5 — Sorafenib
=

¥ ¥

Esta involucrado Induce la
en la resistencia expresion de
al Sorafenib ABCC5

Por ser un regulador Al disminuir su
negativo de la expresion se intensifica
ferroptosis la citotoxicidad del
Sorafenib

Figura 25. ABCC5 como nuevo blanco para combatir la resistencia a Sorafenib en células de
hepatocarcinoma.

9.3.2 Estrategias terapéuticas potenciales que no involucran al Sorafenib ni el uso de

nanoparticulas

9.3.2.1 La Solasonina promueve la ferroptosis en células de hepatocarcinoma e

inhibe su migracion

Los productos naturales son fuentes importantes para el descubrimiento de farmacos

anticancerigenos con efectos secundarios leves. Los principales glicoalcaloides de Solanum
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melongena: Solamargina y Solasonina, poseen varios beneficios farmacologicos como
actividad prooxidante, inhibicion de infecciones provocadas por hongos, ademas de que
promueven la neurogénesis. Se ha encontrado que la Solasonina posee actividad
anticancerigena en células de cancer colorrectal y de pulmén. Sin embargo, su eficacia para

el tratamiento del hepatocarcinoma es poco conocida (Jin et al., 2020).

El investigador Mingming Jin y sus colaboradores determinaron que la Solasonina promueve
ferroptosis en células de hepatocarcinoma e inhibe la migracion de las mismas (Figura 26)

(Jin et al., 2020). Para ello, demostraron lo siguiente:

1. El tratamiento con Solasonina inhibe la proliferacion de células de hepatocarcinoma
in vitro e in vivo; para evaluar el efecto in vitro se utilizaron células HepG2 y HepRG
las cuales fueron tratadas con Solasonina por 24 horas, como resultado de esto se
inhibio la capacidad proliferativa de las células de forma dependiente de la dosis. Para
demostrar el efecto in vivo, se utiliz6 un modelo de xenoinjerto de raton de formacion
de tumor HepG2 en el cual la Solasonina disminuy0 el peso y el volumen del tumor
comparado con los controles que no fueron tratados.

2. El tratamiento con Solasonina inhibe la migracion de las células de hepatocarcinoma;
para caracterizar la eficacia de la Solasonina contra la metastasis en el
hepatocarcinoma, células HepG2 y HepRG fueron sometidas a un ensayo de
Transwell y a un ensayo de cicatrizacion de heridas. En el primero, se observo que el
tratamiento con Solasonina inhibi6 la migracion de las células de hepatocarcinoma.
En el segundo, los resultados mostraron que el tratamiento con Solasonina no
permitio que se cerrara la herida. Los resultados de estos dos ensayos demostraron
que la Solasonina inhibi6 la capacidad invasiva de las células de hepatocarcinoma.

3. El tratamiento con Solasonina promueve la ferroptosis en células de
hepatocarcinoma; se observo que la expresion de las enzimas glutation sintetasa
(GSS) y GPX4 disminuyd después del tratamiento con Solasonina tanto a nivel
mRNA como a nivel proteina. Ademas, el tratamiento con Solasonina increment6 los
niveles de ROS lipidicos, mientras que el tratamiento conjunto con DFO o con Fer-1
(inhibidor de la ferroptosis) impidié la muerte celular inducida por Solasonina

mediante la disminucion de la produccion de ROS.
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Figura 26. Efectos del tratamiento con Solasonina en las células de hepatocarcinoma.

9.3.2.2 BSO en combinacion con Auranofin o con Erastina induce muerte por
ferroptosis a células de hepatocarcinoma
BSO y Erastina son inductores de clase 1 (inducen la disminucién del GSH). El primero,

bloquea la sintesis de GSH y el segundo, inhibe el sistema Xc". El sistema tiorredoxina (Trx)
es esencial para la homeostasis redox, ya que protege al DNA del dafio asociado al estrés
oxidativo y de la peroxidacion lipidica. Auranofin es un complejo de oro usado en la terapia
antirreumatica, el cual puede inhibir TrxR-1, una enzima que mantiene el suministro de

antioxidante Trx (Lippmann et al., 2020).

La investigadora Jana Lippmann y sus colaboradores demostraron que los tratamientos
Auranofin/BSO y Erastina/BSO acttan de forma sinérgica conduciendo a la muerte celular
por ferroptosis en células de hepatocarcinoma (Figura 27) (Lippmann et al., 2020). Para ello,

determind que:

1. Los tratamientos antes mencionados actlan sinérgicamente provocando muerte

celular inducida en células de hepatocarcinoma; se utilizaron celulas Huh7 y HepG2
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la cuales se trataron con BSO, Auranofin y Erastina. Se observo que la combinacion
Aranofin/BSO y Erastina/BSO redujeron la viabilidad celular comparado con el
tratamiento individual con los mismos.

2. Fer-1 inhibe la muerte celular inducida por los tratamientos Auranofin/BSO y
Erastina/BSO; se tratd a las células con el inhibidor de la ferroptosis, Fer-1, asi como
con los tratamientos combinados antes mencionados. Se observo que Fer-1
disminuyd la muerte celular inducida por ambos tratamientos. Para descartar que el
tipo de muerte celular inducida por los tratamientos se tratara de apoptosis, las
células también fueron tratadas con ZVAD.FMK (inhibidor de la apoptosis). Se
observo que este inhibidor fue incapaz de proveer proteccion contra la muerte celular
inducida por los dos tratamientos combinados.

3. Ambos tratamientos combinados (Auranofin/BSO y Erastina/BSO) incrementan los
niveles de NRF2 y OH-1y, disminuyen los niveles de GXP4; se observo que ambos
tratamientos incrementaron los niveles de NRF2, lo cual es consistente con el estres
oxidativo. También, se dio el aumento de OH-1, lo cual se ha reportado que
promueve la peroxidacion lipidica debido al incremento de los niveles de Fe?*.
Ademas, la expresion de la proteina GXP4 (la cual reduce los hidroperdxidos)

resultd disminuida.
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Figura 27. Resultados de ambos tratamientos en células de hepatocarcinoma.
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9.3.2.3 Lasobreexpresion de la colectrina (CLTRN) aumenta la radiosensibilidad a
través de la ferroptosis en células de hepatocarcinoma
La terapia de radiacion es uno de los métodos no quirargicos para el tratamiento de tumores,

sin embargo, posee problemas clinicos como baja efectividad y varios efectos adversos. La
terapia de sensibilizacion genética, la cual consiste en la combinacion de terapia genética y
terapia de radiacion es hacia donde se dirigen las investigaciones. La terapia genética en el
hepatocarcinoma puede tener un efecto sinérgico positivo en un tumor, lo que puede conducir
a la disminucién en la dosis de radicacién de la terapia, reduciendo el dafio secundario
causado por la misma. CLTRN es una glicoproteina transmembranal localizada en la
membrana celular que es altamente conservada entre especies. En raton, la deficiencia de
colectrina causa aminoaciduria, la cual involucra tanto aminoacidos neutros como &cidos. Se
ha observado que la expresion de CLTRN incrementa después de la terapia con radiacion lo

que indica que se puede tratar de un blanco terapéutico (Yuan et al., 2021).

El investigador Yin Yuan y sus colaboradores demostraron que la sobreexpresién de CLTRN
incrementa la ferroptosis y mejora la radiosensibilidad mediante esa via (Figura 28). Para
ello, se utilizaron células HepG2 y SMCC-7721. Las células se dividieron en 3 grupos:
control negativo (NC), NC+ radicacién ionizante (IR) y clona_CLTRN (sobreexpresion de
CLTRN) + IR. Se observo que la radiacion por si sola indujo un incremento en la
concentracion de iones Fe?*, asi como el incremento en los niveles de ROS en los liposomas
celulares, sugiriendo que la radiacion induce ferroptosis en células de hepatocarcinoma.
También, se revel6 que, con el tratamiento que so6lo involucra radiacién, el nimero de
mitocondrias disminuy0, asi como el nimero de crestas mitocondriales, sin embargo, la
radiosensibilidad de las células increment6 con la sobreexpresion de CLTRN comparado con
el tratamiento utilizando so6lo radiacion. Ademas, las células de la clona_ CLTRN fueron
sometidas a un inhibidor y a un inductor de la ferroptosis. Después del tratamiento con
radiacion, las ROS en el grupo tratado con el inhibidor disminuyeron, mientras que con el
grupo tratado con el inductor incrementaron. También, se observd que los niveles de
expresion de GXP4 y SLC7A11 fueron los més bajos en el grupo clona_CLTRN + IR (Yuan
etal., 2021).
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Figura 28. Causas que conducen al aumento de la ferroptosis por la sobrexpresion de CLTRN vy el tratamiento
con radiacion ionizante (IR) en células de hepatocarcinoma.

9.3.2.4 LaFormosanina C induce muerte celular por ferroptosis en células de
hepatocarcinoma
Aunque los beneficios a la salud de los fitoquimicos han sido adjudicados a sus propiedades

antioxidantes, ciertos fitoquimicos también muestran actividad prooxidante y mejoran la
eficacia de algunos tratamientos contra el cancer. El investigador Pin Lun Lin y sus
colaboradores identificaron que la Formosanina C (FC) induce ferroptosis en células de
hepatocarcinoma (Figura 29). Para ello, se utilizaron células Hep3B y HepG2 las cuales
fueron tratadas con diferentes fitoquimicos, sin embargo, la FC produjo la mayor
citotoxicidad de todos. Para determinar si la ferroptosis estaba involucrada con la
disminucion de la viabilidad inducida por FC, se les administré en conjunto un inhibidor de
la ferroptosis (Fer-1). También, se realiz6 un tratamiento con Sorafenib para comparar
resultados. Se observo que la citotoxicidad inducida por FC fue notablemente inhibida por
Fer-1. Ademas, se identificé que la FC produjo una mayor citotoxicidad comparada con
Sorafenib. La FC condujo a la produccion de ROS lipidicas el cual es un factor que

desencadena la muerte celular por ferroptosis (Lin et al., 2020).
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Figura 29. La Formosanina C produce muerte celular por ferroptosis en células de
hepatocarcinoma.

9.3.25 Ladisminucion de la expresion de ceruloplasmina (CP) promueve la
ferroptosis inducida por Erastinay RSL3 en células de hepatocarcinoma
La CP es una proteina que contiene cobre y forma parte de la familia de las

multicuprooxidasas. La CP suprime la produccion de especies reactivas de oxigeno mediada
por Fe?* y es ampliamente aceptada como un agente protector efectivo contra el estrés
oxidativo. La CP, la cual juega un papel esencial en la homeostasis del hierro, puede
expresarse como un secretado o0 una proteina de membrana anclada al
glicosilfosfatidilinositol (GPI-CP). La CP secretada es sintetizada por el higado, la cual a su
vez es transportada al plasma a través la bilis y, subsecuentemente es tomada por otros tejidos
y Organos. Estudios recientes han demostrado que los hepatocitos también expresan la
isoforma GPI-CP aparte de la forma secretada (Shang et al., 2020).

El investigador Yuxue Shang y sus colaboradores determinaron que la disminucion de la
expresion de CP sensibiliza a las células de hepatocarcinoma a la ferroptosis inducida por

Erastina y RSL3 (Figura 30). Para ello, se utilizaron células HepG2 y Hep3B en las cuales
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se disminuyo la expresion de CP, posteriormente fueron tratadas con Erastina y RSL3; se
observo que la muerte celular por ferroptosis provocada por Erastinay RSL3 fue promovida
por la reduccion de CP. La acumulacion de hierro y la produccion de ROS lipidicas son dos
eventos criticos de sefializacion en la ferroptosis. Debido a lo anterior, se investigo el efecto
de CP en los cambios de los niveles de Fe?* encontrandose que los niveles de Fe?* intracelular
de las células de hepatocarcinoma con la expresion de CP reducida fueron casi 1.5 veces
mayores que en las células control. Esto sugiere que la disminucién de la expresion de CP
aumenta la acumulacion intracelular de hierro inducida por Erastina y RSL3. Ademas, se
demostré que la disminucion de la expresién de CP promueve la acumulacion de ROS
lipidicas inducida por Erastina y RSL3 cerca de 2 veces en células HepG2 y Hep3B.
También, la reduccion de GSH inducida por Erastina fue mayor al disminuir la expresion de
CP (Shang et al., 2020).
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Figura 30. Razones por las que la disminucién de la expresion de CP promueve la ferroptosis
inducida por RSL3 y Erastina.
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9.3.2.6 La inhibicion de la proteina nuclear 1 (NUPR1) por ZZW-115 induce
ferroptosis en células de hepatocarcinoma
NUPRL1 es una proteina inducible por estrés que se activa fuertemente como respuesta a la

induccion de la ferroptosis, esta proteina a su vez induce la expresién de lipocalina 2 (LNC2)
la cual bloquea la muerte celular por ferroptosis al disminuir la acumulacion de hierro. Se ha
demostrado que NUPR1 se expresa en la mayoria de los tejidos cancerigenos y, a nivel
celular, se ha descrito que NUPR1 participa en varios procesos relacionados con el cancer
incluyendo la regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la migracién y la invasién celular.
Ademas, se ha reportado que la inactivacion de NUPRL1 detiene el crecimiento de ciertos

tipos de cancer como el hepatocarcinoma (C. Huang et al., 2021).

ZZW-115 es un compuesto relacionado con la trifluoperazina que es capaz de inhibir el
crecimiento y provocar la regresién completa del tumor en el hepatocarcinoma. ZZW-115

evita que NUPR1 sea traslocada del citoplasma al ndcleo (Huang et al., 2021).

El investigador Can Huang y sus colaboradores demostraron que ZZW-115 induce la
acumulacion de ROS seguida de la muerte por ferroptosis en células de hepatocarcinoma

(Figura 31) (C. Huang et al., 2021). Para ello, demostraron que:

1. La muerte celular inducida por ZZW-115 se puede evitar usando Fer-1 y
antioxidantes; se utilizaron células HepG2 las cuales fueron expuestas a ZZW-115 en
presencia de Fer-1, como resultado de esto, la viabilidad de las células incremento
gracias a la accion del inhibidor de la ferroptosis. Ademas, para determinar si la
acumulacion de ROS inducida por ZZW-115 estaba involucrada en la muerte de las
células se combinaron diferentes antioxidantes (butilhidroxitolueno, N-acetilcisteina,
acido ascorbico, Trolox y MitoQ) con ZZW-115y se observo que la viabilidad celular
aumento en todos los casos.

2. ZZW-115 incrementa la peroxidacion lipidica; la acumulacion de malondialdehido
(MDA) se vio incrementada al tratar células de hepatocarcinoma con ZZW-115. El

MDA es uno de los productos finales mas importantes de la peroxidacion lipidica.
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Figura 31. ZZW-115 produce muerte celular por ferroptosis en células de hepatocarcinoma.

9.3.2.7 Scutellaria barbata inhibe la tumorigenicidad del hepatocarcinoma al inducir
la ferroptosis
La Medicina Tradicional China (TCM) juega un papel activo en el tratamiento del

hepatocarcinoma. La TCM ha sido utilizada ampliamente en la prevencion de enfermedades;
algunos especimenes como Scutellaria barbata poseen un efecto preventivo en el

hepatocarcinoma (Li et al., 2022).

El investigador Yue Li y sus colaboradores demostraron que S. barbata inhibe la
proliferacion celular y la tumorigenicidad del hepatocarcinoma in vivo al inducir la

ferroptosis (Figura 32) (Li et al., 2022). Para ello, determinaron que:

1) S. barbata inhibe la proliferacion celular de forma dependiente de la dosis; para
evaluar el efecto de S. barbata en la proliferacion se usaron diferentes lineas celulares
de hepatocarcinoma (SMMC-7721, HepG2 y Huh7). Los resultados demostraron que
la proliferacion de las células se vio inhibida por S. barbata y que esta inhibicion
depende de la dosis (al aumentar la dosis el efecto inhibitorio se vio aumentado).

Ademas, el marcador de muerte celular LDH fue detectado y los resultados indicaron
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2)

3)

4)

que el tratamiento con S. barbata incrementd los niveles de LDH liberada debido a
la muerte celular.

S. barbata induce la ferroptosis en células de hepatocarcinoma; se vieron aumentados
los niveles de hierro en las células de hepatocarcinoma utilizadas (SMMC-7721,
HepG2 y Huh7), asi como los niveles de ROS, lo que indica induccién de la
ferroptosis.

S. barbata induce ferroptosis a través de genes involucrados en el metabolismo de las
ROS lipidicas y la peroxidacion de hierro en células de hepatocarcinoma; los niveles
de MRNA 'y de proteina de GPX4, SLC7A11 y ACSL4 fueron detectados en las lineas
celulares de hepatocarcinoma utilizadas (SMMC-7721, HepG2 y Huh7) después del
tratamiento con S. barbata, viéndose reducidos para GPX4y SLC7A11 y, aumentados
para ACSLA4.

S. barbata inhibe la tumorigenicidad al inducir la ferroptosis en ceélulas de
hepatocarcinoma in vivo; se utilizaron tumores de xenoinjeto en ratones nude (con
células HepG2 y Huh7), a estos tumores se les midio el volumen, el peso y el tamafio,
los resultados mostraron que los tumores que no habian sido expuestos a S. barbata
eran mas grandes y pesados que los que fueron tratados con la misma. Ademas, se
observo que S. barbata increment6 la concentracion de hierro en los tumores de forma

importante.
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Figura 32. S. barbata inhibe la tumorigenicidad del hepatocarcinoma al inducir la ferroptosis.

9.3.2.8 El tratamiento conjunto de Disulfiram/cobre induce muerte celular por
ferroptosis en células de hepatocarcinoma la cual se ve favorecida al inhibir
NRF2

Disulfiram (DSF) es un medicamento aprobado por la FDA que ha sido usado para tratar el

alcoholismo por casi 70 afios. Se ha demostrado que DSF puede reaccionar con cobre (Cu?*)
para formar un metabolito anticancerigeno (DSF/Cu?*). Con respecto al hepatocarcinoma, se

ha encontrado que DSF/Cu?* inhibe la metastasis e induce muerte celular (Ren et al., 2021).

El investigador Xueying Ren y sus colaboradores identificaron que DSF/Cu?* mostr6 un
efecto citotdxico en lineas celulares de hepatocarcinoma e inhibid la migracion y la invasion
de las mismas. También, demostraron que la inhibicion farmacologica de NRF2 provoco que
las células de hepatocarcinoma fueran mas sensibles a la ferroptosis inducida por DSF/Cu?*
(Figura 33) (Ren et al., 2021). Para ello, determinaron que:

1) DSF/Cu?* inhibe la viabilidad celular, la invasion y la migracion de las células de
hepatocarcinoma; se utilizaron células Huh7 y SMMC-7721, la cuales fueron tratadas

con diferentes concentraciones de DSF/Cu®* por 12 y 24h. Los resultados
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2)

3)

demostraron que DSF/Cu?* disminuye la viabilidad de las células de hepatocarcinoma
de forma dependiente del tiempo y de la dosis. También, se evalud la viabilidad a
largo plazo y la capacidad de formacion de colonias de las células de hepatocarcinoma
después del tratamiento con DSF/Cu?*. Los resultados indicaron que a bajas
concentraciones de DSF/Cu?* se presentan efectos antineoplasicos a largo plazo y, al
incrementar la concentracion de DSF/Cu?" se presenta una disminucion en la
formacion de colonias. Ademas, se determind el efecto de DSF/Cu?* en la invasion y
migracion de las células de hepatocarcinoma. Los resultados mostraron que
DSF/Cu?* inhibe la invasion de células SMMC-7721 asi como su migracion.
DSF/Cu?* induce ferroptosis en células de hepatocarcinoma; células Huh7 fueron
tratadas con DSF/Cu?* en presencia o ausencia de diferentes inhibidores de muerte
celular. Los resultados demostraron que DFO (quelante de hierro), ferrostatina-1
(inhibidor de la ferroptosis), GSH y NAC (antioxidantes) aumentaron la viabilidad
celular afectada por el tratamiento con DSF/Cu?*. Ademas, se demostr6 que el
tratamiento con DSF/Cu?* aumenta la peroxidacion lipidica y favorece la
acumulacion de hierro libre. Esto sugiere que la ferroptosis esta involucrada en el
efecto citotdxico causado por DSF/Cu?*.

La inhibicion farmacoldgica de NRF2 aumenta la sensibilidad de las células de
hepatocarcinoma a la ferroptosis inducida por DSF/Cu?*; se inhibié a NRF2 de forma
farmacoldgica usando Trigonelina y ML385. Esta inhibicidon junto con el tratamiento
con DSF/Cu?* tuvieron un efecto sinérgico inhibitorio dependiente de la
concentracion, es decir, disminuyd mas la viabilidad celular que con el tratamiento
individual con DSF/Cu?*. Para confirmar lo anterior, se disminuy6 la expresion de
NRF2 de forma genética en células de hepatocarcinoma, esto favorecié la muerte
celular inducida por DSF/Cu?* y la peroxidacion lipidica.
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Figura 33. Efectos del tratamiento DSF/Cu?* y la inhibicién de NRF2 en células de hepatocarcinoma.

9.3.3 Estrategias terapéuticas potenciales que involucran el uso de nanoparticulas

9.3.3.1 Nanoparticulas de lipoproteinas de baja densidad de acido docosahexaenoico
inducen ferroptosis en células de hepatocarcinoma

El investigador Weijun Ou y sus colaboradores disefiaron una nanoparticula de lipoproteina

de baja densidad (LDL) reconstituida con o-3 PUFA, acido docosahexaenoico (LDL-DHA).
Estos trasportadores a nanoescala conservan las propiedades funcionales de LDL que circula
en el plasma incluyendo su reconocimiento y captacion por el receptor LDL (LDLR)
expresado en las células. La nanoplataforma de LDL es un vehiculo apropiado para DHA

debido a que se sabe que muchos tumores secuestran LDL avidamente para obtener lipidos
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y colesterol que son necesarios para llevar a cabo una rapida proliferacion celular. Como un
antecedente, se reportd que la administracion transarterial de nanoparticulas de LDL-DHA a
un modelo de ratén singénico de hepatocarcinoma fue capaz de matar a las células
cancerigenas de manera selectiva in situ, reduciendo el crecimiento del tumor hasta 3 veces
en comparacion con las ratas tratadas con el control. Los tumores residuales del tratamiento
carecian de GSH y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), pero contenian
altos niveles de ROS y alta peroxidacion lipidica. El tejido del higado que rodeaba a estos

tumores no presento evidencia histolégica ni bioquimica de dafio (Ou et al., 2017).

El equipo de Weijun Ou demostré que las nanoparticulas de LDL-DHA inducen muerte
celular por ferroptosis en células de hepatocarcinoma, lo que representa un mecanismo
molecular nuevo para la terapia anticancerigena (Figura 34) (Ou et al., 2017). Para ello,

determinaron que:

1. LDL-DHA induce peroxidacion lipidica y muerte en células de hepatocarcinoma; la
citotoxicidad de las nanoparticulas fue evaluada en células de hepatocarcinoma de
humanos y ratas. Cada linea celular fue tratada con dosis crecientes de estas
nanoparticulas por 72h, despues se determind la viabilidad celular. El tratamiento
resultd en una disminucion de la viabilidad en todas las lineas celulares mientras que
el control no produjo citotoxicidad. También, se observé que en todas las lineas
celulares se dio un pronunciado aumento en los hidroperédxidos lipidicos después de
24h de tratamiento con LDL-DHA.

2. LDL-DHA causa la muerte a células de hepatocarcinoma mediante la ferroptosis; las
celulas de hepatocarcinoma tratadas con LDL-DHA fueron también expuestas a la
presencia de inhibidores tradicionales de muerte celular: Z-VAD-FMK (inhibidor de
la apoptosis), necrostatina-1 (inhibidor de la necrosis) y bafilomicina Al (inhibidor
de la autofagia). Ninguno de los inhibidores anteriormente mencionados fue capaz de
prevenir la muerte celular inducida por LDL-DHA. En cambio, estudios realizados
con Fer-1 (inhibidor de la ferroptosis) probaron que evita la muerte celular provocada
por las nanoparticulas LDL-DHA e inhibe la formacion de hidroperdxidos lipidicos.

3. LDL-DHA inhibe la actividad de GXP4; GXP4 es una selenoproteina que tiene un

residuo de Sec, que es clave, en su sitio catalitico. Por lo que la disponibilidad de
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selenio regula la actividad enzimatica de GPX4. Al suplementar a las células de
hepatocarcinoma con selenito de sodio se inhibid la muerte celular por LDL-DHA y,
se bloqued la produccién de hidroperdxidos lipidicos. En un medio con deficiencia

de selenio, las células fueron mas sensibles al tratamiento con LDL-DHA.
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Figura 34. Induccién de la ferroptosis por las nanoparticulas LDL-DHA.

9.3.3.2 Nanoparticulas duales de manganeso y silice cargadas con Sorafenib que
agotan GSH para inducir ferroptosis en células de hepatocarcinoma
Las nanoparticulas de silice mesoporosas dopadas con manganeso (nanoparticulas de silice-

manganeso, abreviadas MMSNSs) fueron introducidas por primera vez en el campo de la
sintesis catalitica. Debido a su gran area superficial y su volumen de poro, las MMSNS son
usadas como trasportadores de farmacos biodegradables que pueden desintegrarse en un
ambiente con GSH presente en las células tumorales. La escision de una molécula -Mn-O-
consume dos moléculas de GSH. De hecho, la eficiencia del consumo de GSH por la
degradacion de MMSNS es lo suficientemente alta para disminuir los niveles intracelulares
de GSH e inducir ferroptosis en las células, sin embargo, las células pueden adaptarse y
tolerar el cambiante microambiente; cuando el GSH es consumido, la sintesis de GSH se

acelera y la ferroptosis se inhibe. Por ello, se construyeron MMSNs cargadas con Sorafenib
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(MMSNs@SO) esperando que tuvieran un efecto aumentado para inducir ferroptosis, debido
a que el Sorafenib bloquea el sistema Xc™ y, por ende, la sintesis de GSH. (H. Tang et al.,
2019).

El investigador Hongxia Tang y sus colaboradores demostraron que las MMSNs@SO
indujeron ferroptosis de forma altamente efectiva en células de hepatocarcinoma (Figura 35)

(H. Tang et al., 2019). Para ello, determinaron que:

1. El mecanismo de muerte celular inducido por las MMSNs@SO es la ferroptosis; para
determinar esto se utilizaron DFO (quelante de hierro) y Fer-1 (inhibidor de la
ferroptosis) ambos incrementaron la viabilidad celular en el tratamiento con las
MMSNs@SO.

2. Los niveles de GSH intracelular se ven afectados de forma importante por las
MMSNs@SO; se midid la concentracion de GSH de las células HepG2 del grupo
tratado con las MMSNs@SO y se observo que se redujo mas que en el grupo tratado
solo con las MMSNE.

3. Las MMSNs@SO afectan de forma importante la expresion y actividad intracelular
de GPX4; se observo que las células tratadas con las MMSNs@SO tuvieron un mayor
efecto inhibitorio en la actividad y expresion de GPX4 que el grupo tratado s6lo con
las MMSNE.

4. Existe una importante acumulacién de peroxidos lipidicos intracelulares en las
células; se observo que las células HepG2 tratadas con las MMSNs@SO contenian
una cantidad mas abundante de perdxidos lipidicos que el grupo tratado sélo con las
MMSN:Ss.
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Figura 35. Induccién de muerte celular via ferroptosis por MMSNs@SO

El mismo investigador con otros colaboradores realizaron una modificacion a las
MMSNs@SO para prolongar el tiempo de circulacion en sangre y mejorar la eficacia de las
nanoparticulas; el Propilenglicol (PEG) injertado de folato fue modificado en la superficie
externa de MMSNs@SO por lo que fue denominado FEPEG-MMSNs@SO. Se observo en
células HepG2 que el tratamiento con FEPEG-MMSNs@SO disminuyd mas los niveles de
GSH con respecto a los tratamientos con Sorafenib libre y MMSNs@SO. También, el
tratamiento con FePEG-MMSNs@SO tuvo el efecto inhibitorio mas fuerte sobre GPX4
comparado con los otros dos tratamientos antes mencionados. Los niveles de hierro
intracelular también se vieron afectados; el tratamiento con FEPEG-MMSNs@SO los
increment6 mas que los tratamientos con Sorafenib libre y con MMSNs@SO. De igual
manera, la mayor acumulacién de perdxidos lipidicos toxicos se observd en el tratamiento
con FePEG-MMSNs@SO, esto comparado con los otros dos tratamientos ya mencionados

(Figura 36). Asimismo, se llevo a cabo una evaluacion de FePEG-MMSNs@SO en ratones
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portadores de tumores HepG2, en el cual se observéd una marcada reduccion del crecimiento

del tumor (casi desaparecid), ademas los niveles de GSH y la actividad de GPX4 tambien

disminuyeron notablemente. El crecimiento del tumor, los niveles de GSH y la actividad de

GPX4 también se vieron disminuidos en el tratamiento con MMSNs@SO, sin embargo, la

disminucion fue menor si se compara con el tratamiento usando FEPEG-MMSNs@SO (H.

Tang et al., 2020).

Simbologia
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Figura 36. Capacidad de las nanoparticulas disefiadas por Hongxia Tang y sus colaboradores para

causar ferroptosis con respecto al Sorafenib libre.
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9.3.3.3 Nanoparticulas duales de manganeso y silice cargadas con Dihidroartemisina

gue agotan GSH y producen OH' para inducir ferroptosis en células de

hepatocarcinoma

La Artemisina y sus derivados son utilizados en la terapia antimalaria de primera linea. Si

bien la mayor atencion terapéutica a la Artemisina se ha puesto para el tratamiento de la

malaria ha incrementado la evidencia que prueba que los farmacos tipo Artemisina poseen

un potencial considerable para tratar o prevenir el cancer. La Dihidroartemisina (DA) es un

derivado activo de la Artemisina y su metabolito en el cuerpo. Se ha reportado que los iones
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de metales de transicion pueden mejorar el efecto anticancerigeno de la DA. El efecto
anticancerigeno mejorado es debido a la reaccion productora de OH' entre la estructura de

puente peroxi de la DAy los iones de metales de transicion (Fei et al., 2020).

El investigador Weidong Fei y sus colaboradores utilizaron nanoparticulas de silice
mesoporosas dopadas con manganeso (MMSNS) al igual que el investigador Hongxia Tang,
pero en lugar de utilizar Sorafenib, utilizaron DA para cargarlas; en las nanoparticulas
resultantes (MMSNs@DA) también fue modificado el PEG injertado de folato (FaPEG) en
la superficie externa de MMSNs@DA resultando en FaAPEG-MMSNs@DA.

El equipo de Weidong Fei demostr6 que el mecanismo mediante el cual estas nanoparticulas
inducen la muerte a células de hepatocarcinoma es la ferroptosis (Figura 37). Para ello, se
utilizaron células HepG2 a las cuales se les aplico Fer-1 (un inhibidor de la ferroptosis),
posteriormente fueron sometidas a DA libre, MMSNs@DA y FaPEG-MMSNs@DA segln
fuese el caso, en los tres tratamientos aumento la citotoxicidad en ese orden. Asimismo, los
niveles de GSH disminuyeron, siendo el tratamiento con FAPEG-MMSNs@DA el que mas
los redujo. También, la acumulacion de perdxidos lipidicos toxicos se incrementd en todos
los tratamientos, sin embargo, el tratamiento con FAPEG-MMSNs@DA fue en el que mas se
incrementaron. La actividad y la expresion de GPX4 se vieron disminuidos en todos los
tratamientos, pero se redujeron mas en los tratamientos con nanoparticulas, en especial con
el uso de FaPEG-MMSNs@DA (Fei et al., 2020).
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Figura 37. Capacidad de las nanoparticulas disefiadas por Weidong Fei y sus colaboradores para
causar ferroptosis con respecto a la DA libre.

9.3.3.4 Coadministracion de iRGD con una estructura organometalica a base de
hierro cargada con Sorafenib como agente causante de ferroptosis dirigido al
tratamiento del hepatocarcinoma

Los nanomateriales a base de hierro sirven como plataforma para la carga directa de

inductores de la ferroptosis y, también son capaces de liberar iones de hierro que participan
en la reaccion de Fenton acelerando la ferroptosis. El investigador Xianchuang Liu y sus
colaboradores, disefiaron una estructura organica de hierro [MIL-101-(Fe)] debido a su gran
capacidad de carga de farmacos, escogieron Sorafenib para cargarlo en las nanoparticulas de
MIL-101(Fe) para obtener MIL-101(Fe)@Sor. Para mejorar la capacidad de penetracion del
nanofarmaco en el tumor, se utilizé6 un péptido iIRGD. El péptido iRGD puede unirse
especificamente al receptor neurofilina-1 (NRP-1), el cual esta principalmente localizado en

tejidos tumorales y vasculares, en donde activa el transporte endocitico y promueve la
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penetracion del farmaco en tejidos tumorales. Estudios previos han descrito resultados

favorables del tratamiento con iRGD en cancer de higado (X. Liu et al., 2021).

El equipo de Xianchuang Liu demostré que el tratamiento con nanoparticulas MIL-
101(Fe)@Sor en conjunto con iRGD aceleran de forma importante la ferroptosis (Figura 38)

(X. Liu et al., 2021) . Para ello, determinaron que:

1. Eltratamiento con nanoparticulas de MIL-101(Fe)@Sor e iRGD causa muerte celular
por ferroptosis; se observd que el grupo tratado con MIL-101(Fe)@Sor e iRGD
mostr6 un mayor incremento en la citotoxicidad en comparacién con el grupo tratado
s6lo con MIL-101(Fe)@Sor. Para determinar el mecanismo mediante el cual MIL-
101(Fe)@Sor induce muerte celular, las células HepG2 fueron pretratadas con
inhibidores de la ferroptosis (Fer-1 y DFO). La presencia de estos inhibidores redujo
la citotoxicidad tanto para el grupo tratado con MIL-101(Fe)@Sor como para el
grupo tratado con MIL-101(Fe)@Sor e iRGD. También, se observo que en ambos
grupos disminuyeron los niveles de GSH lo cual es un indicador de ferroptosis.
Ademas, la expresion de GXP4, otro indicador de ferroptosis, fue consistente con la
tendencia a la baja de GSH observandose que con el grupo tratado con MIL-
101(Fe)@Sor e iRGD se obtuvo la mayor disminucién de la expresion de GPX4.

2. El tratamiento con nanoparticulas MIL-101(Fe)@Sor e iRGD induce la generacién
de perdxidos lipidicos; se evaluaron los niveles de peroxidacion lipidica en las células
HepG2 y se observd que el grupo MIL-101(Fe)@Sor tuvo una alta peroxidacion
lipidica solo superado por el tratamiento conjunto de MIL-101(Fe)@Sor e iRGD.

3. Se presenta supresion tumoral in vivo usando el tratamiento conjunto de MIL-
101(Fe)@Sor e iRGD; se utiliz6 un modelo de raton portador de tumor H22. El grupo
de ratones tratados con MIL-101(Fe)@Sor e iRGD tuvieron el més alto grado de
inhibicién tumoral con un decremento importante en peso del tumor y presentaron
una mayor disminucién en la expresion de GPX4 en el tejido tumoral, esto en
comparacion con los grupos tratados con MIL-101(Fe)@Sor y Sorafenib libre.
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Figura 38. Causas de la ferroptosis acelerada ocasionada por el tratamiento en conjunto de las
nanoparticulas MIL-101(Fe)@Sor e iRGD.

9.3.3.5 Nanomicelas cargadas con triapina/Ce6 y decoradas con lactosa (TCLMs)
proveen de una efectiva terapia quimio-fotodinamica (CT-PDT) para el
hepatocarcinoma mediante un aumento en las ROS y un mecanismo inductor
de la ferroptosis

El investigador Pengfei Zhang y sus colaboradores desarrollaron un sistema de liberacion

(DDS) basado en nanomicelas para una terapia quimio-fotodindmica (CT-PDT) combinada
contra el hepatocarcinoma. EI DDS fue preparado de un copolimero denominado como Flu-
pDMAEMA-pAHPMA-Lac el cual estd compuesto de dos mondmeros de 3-azido-2-
hidroxipropil metacrilato (AHPMA) y 2-(dimetilamino) eltil metacrilato (DMAEMA). Uno
de los extremos del polimero fue modificado con fluoresceina (Flu), y el grupo azido en
pAHPMA fue ligado a lactosa hidrofilica (Lac). EI Flu-pDMAEMA-pAHPMA-Lac se
autoensambl6 en nanomicelas denominadas LMs las cuales fueron cargadas con una pequefia
molécula de triapina y un fotosensibilizador Ce6 para conformar las TCLMs (Figura 39).

Las TCLMs estan altamente dirigidas a los hepatocitos debido al reconocimiento especifico
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de la lactosa por el receptor de la asialoglicoproteina (ASGPR) y a su colapso en el

microambiente acido de las células cancerigenas para liberar su carga (Zhang et al., 2021).

La triapina es un compuesto que se une al hierro y ha sido investigada como un agente
anticancerigeno. El complejo que se forma entre la triapina y el hierro es capaz de generar el
radical hidroxilo (°OH) mediante la reaccion de Fenton provocando la acumulacion de
peroxidos lipidicos y, finalmente, ferroptosis. Como un fotosensibilizador, Ce6 produce
oxigeno singlete (*:02), otro miembro de las ROS, esto mediante terapia fotodinamica (PDT).
Recientes estudios han demostrado que 'O, es capaz de potenciar la ferroptosis mediante el
consumo de glutation intracelular (GSH) y la reduccion de glutation peroxidasa 4 (GPX4)
(Zhang et al., 2021).

El investigador Pengfei Zhang y sus colaboradores demostraron que la ferroptosis es el
mecanismo que esta detras de la actividad contra el hepatocarcinoma de las TCLMs. Para
determinar esto, midieron la capacidad de las TCLMs para producir ROS en células de
hepatocarcinoma usando dihidroetidio (DHE), el cual reacciona con las ROS y produce
fluorescencia color rojo. Mientras que con las nanomicelas decoradas con lactosa (LMs) no
se presentd fluorescencia en células HepG2 y Huh7, con las nanomicelas decoradas con
lactosa y cargadas con triapina/Ce6 (TCLMs) se presento fluorescencia sugiriendo que las
nanomicelas fueron capaces de ejercer su accion induciendo la produccién de ROS. Cuando
la radiacion infrarroja cercana (NIR) fue aplicada al grupo de células de hepatocarcinoma
tratado con TCLMs, la intensidad de la fluorescencia aumentd debido a las ROS adicionales
(en especial *02) que se produjeron por la PDT. Ademas, el inhibidor de la ferroptosis Fer-1
mitigd la citotoxicidad producida por las TCLMs en células Huh7, indicando el papel
esencial de la ferroptosis en el efecto anticancerigeno de las TCLMs. También, se encontr6
que las TCLMs disminuyeron los niveles de GSH, no obstante, las TCLMSs en conjunto con
NIR (TCLM/NIR) los disminuyeron aun mas, esta disminucién pudo ser parcialmente
restaurada con Fer-1. El grado de peroxidacion lipidica fue determinado por la presencia de
malondialdehido (MDA), debido a que es un tipico producto final de peroxidacion lipidica.
Los resultados demostraron que las TCLMs incrementaron los niveles de MDA, sin embargo,
los niveles se vieron mayormente aumentados en las células tratadas con TCLM/NIR.

Ademas, se utilizé un modelo de raton HCC de xenoinjerto ortotopico para evaluar el efecto
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antitumoral de las TCLMs in vivo; se obtuvo como resultado que la regién tumoral del grupo
tratado con TCLMSs/NIR mostro un efecto supresor de tumor mayor que los grupos tratados
con triapina, nanomicelas no decoradas con lactosa (TCMs) y nanomicelas no cargadas con
Ce6 (TLMs) (Zhang et al., 2021).

Para monitorear la capacidad de dirigirse al tumor, se establecié un modelo de ratones
portadores de tumores mediante la inyeccion subcutanea de células Huh7 en ratones macho
BALB/c. Una vez que las TCLMs fueron administradas, la distribucion in vivo fue
investigada mediante el monitoreo de la sefial de fluorescencia de Ce6. Se utilizaron como
control negativo TCMs debido a su incapacidad de unirse a ASGPR. El grupo tratado con las
TCLMs presento fluorescencia de mayor intensidad en el sitio del tumor a comparacién de
otros sitios, en cambio, el grupo tratado con TCMs presento fluorescencia mas debil en el
sitio, la cual disminuy0 rapidamente al pasar el tiempo. Estos resultados indican que la
decoracion con lactosa es importante para dirigir a las nanomicelas al sitio blanco, asi como

prolongar su retencion en el mismo (Zhang et al., 2021).

o
f'ég‘?:m TCLMs

La triapina desencadena la Ce6, mediante PDT,
produccién del radical produce oxigeno singlete
hidroxilo

Provocando la acumulacion de ROS
incluyendo peroéxidos lipidicos

que

Provocan muerte celular
por ferroptosis

Figura 39. Causas por las que las TCLMs producen muerte celular por ferroptosis en células de
hepatocarcinoma.
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10 Discusion
Existe un gran numero de estrategias terapéuticas que involucran a la ferroptosis, algunas son

completamente nuevas y otras, como se pensaba, tienen el objetivo de mejorar la eficacia del
Sorafenib. Las estrategias basadas en la combinacion del Sorafenib con otros fa&rmacos ya
usados en otros padecimientos, pueden ser una buena alternativa a corto plazo, debido a que
solo se deberia demostrar que la combinacion es segura para su uso en humanos. Sin
embargo, estas estrategias al involucrar al Sorafenib sélo podrian ser utilizadas para el
tratamiento del hepatocarcinoma avanzado, para el cual est4 aprobado. En el caso de la
combinacion Sorafenib-Haloperidol, es necesario hacer mas estudios para saber qué tipo de
efectos secundarios a largo plazo se pueden presentar debido al uso del Haloperidol (tomando
en cuenta que no se usara para pacientes con trastornos psicéticos), también es importante
verificar si es posible minorarlos o evitarlos modificando las dosis y, seguir teniendo buenos
resultados. Es indispensable asegurar que esta alternativa solo sea usada si los beneficios
exceden los riesgos. Lo mismo se deberia verificar para los tratamientos que involucran al
Artesunato, Auranofin y Disulfiram debido a que son usados para tratar otros padecimientos
diferentes al cancer. Ademas, en los tratamientos combinados, se deben establecer las
proporciones de cada farmaco, las cuales deben comprobar seguridad y eficacia, por lo que

se deben llevar a cabo mas estudios con ese objetivo.

El resto de las estrategias tienen potencial, pero aun se requieren llevar a cabo mas estudios
para demostrar su seguridad y eficacia en humanos. Ademas, las estrategias que no
involucran al Sorafenib tienen el potencial de ser usadas en otras etapas de la enfermedad,
no estan limitadas al hepatocarcinoma avanzado. En el caso del uso de las nanoparticulas, es
necesario hacer mas estudios encaminados a las vias de metabolizacion de los componentes
de las mismas para asegurar que se metabolicen y no se acumulen y, que sus metabolitos no
sean toxicos provocando dafio hepatico o renal. En el caso de las estrategias que se basan en
la disminucién o el aumento de la expresion de algunas proteinas de la célula, es necesario
determinar si hay afectaciones a corto y a largo plazo en células sanas. Es importante destacar
las estrategias abordadas en el presente trabajo que provienen de fuentes naturales, ya que se
evidencia el gran potencial de este tipo de fuentes para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas basadas en la ferroptosis.
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Actualmente, la FDA ha aprobado otros inhibidores de quinasas para el tratamiento del
hepatocarcinoma ademas del Sorafenib; como tratamiento de primera linea se aprobd al
Levatinib y como tratamiento de segunda linea se aprob6 al Regorafenib y al Cabozantinib
(mostrado en la Figura 8). Sin embargo, no se ha demostrado que alguno de estos nuevos
farmacos involucren a la ferroptosis en su mecanismo de accién por lo que es necesario hacer
estudios con ese objetivo, ya que, si el mecanismo de accion de alguno de estos nuevos
farmacos involucrara a la ferroptosis, seria un parteaguas para el desarrollo de nuevas

estrategias.

También, es importante llevar a cabo estudios a largo plazo con el objetivo de determinar si
las estrategias para incrementar la eficacia del Sorafenib producen resistencia al igual que el
tratamiento individual con el mismo, para decidir si es conveniente aplicar estas estrategias
0 no. La ferroptosis fue conocida hace relativamente poco tiempo, por lo que adn queda
mucho por descubrir sobre sus aplicaciones terapéuticas en el hepatocarcinoma, conforme se
vayan dando nuevos avances se espera que mas estrategias prometedoras vayan surgiendo.
Sin embargo, lo importante no sélo es de que surjan nuevas estrategias, sino que sean
investigadas a fondo con el objetivo de probar su seguridad y eficacia en humanos y, puedan
convertirse en alternativas para los pacientes con hepatocarcinoma con el fin de incrementar
la oferta de tratamientos que en la actualidad es bastante reducida y con poca eficacia,
especialmente en etapas avanzadas de la enfermedad.

11 Conclusiones
» A pesar de ser una muerte celular descubierta hace relativamente poco tiempo, existe

una gran cantidad de estrategias potenciales para el desarrollo de nuevos tratamientos
para el hepatocarcinoma.

» Gran parte de las estrategias presentadas en el este trabajo pretenden mejorar la
eficacia del Sorafenib, lo que denota el gran interés que se tiene por combatir la
resistencia que desarrollan los pacientes tratados con este farmaco.

» La supervivencia de una persona con hepatocarcinoma avanzado mejora muy poco
con el Sorafenib, haciendo totalmente necesario desarrollar y poner a disposicion de

los pacientes nuevas estrategias que mejoren su esperanza de vida.
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» Las nuevas estrategias potenciales mostradas en el presente trabajo que no involucran

al Sorafenib tienen potencial para ser usadas en otras etapas de este tipo de cancer.
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