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RESUMEN

El cdncer, es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, siendo el
cdncer de higado el sexto tipo de cancer mas frecuente, presentando tazas
de incidencia y mortalidad casi del mismo nivel, debido a que en la
actualidad no existe un tfratamiento eficaz para este tipo de cdncer.

Uno de los fratamientos mds usados para fratar esta enfermedad, es la
quimioterapia, sin embargo, el uso de estos antineopldsicos, como el
Paclitaxel estdn asociados con la resistencia a multiples fdrmacos (MDR). La
sobreexpresion de la glicoproteina P (P-gp) asociada a este fenofipo de
resistencia. Promueve la eliminaciéon del farmaco al nivel extracelular,
impidiendo que la concentracidon adecuada del fdrmaco alcance niveles
intracelulares para cumplir su efecto esperado que es la de inducir a muerte

celular programada (apoptosis).

El objetivo del siguiente trabajo fue validar el fenotipo de MDR en células

resistentes a Paclitaxel previamente obtenidas (células HEP3B/PTX).

Las células Hep3B parentales y Hep3B/PTX resistentes a Paclitaxel fueron
cultivadas en medio MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino a
condiciones estandar de 37°C y 5% de COa. Las células resistentes Hep3B/PTX
después de estar en condiciones de -80°C por un periodo de 6 meses fueron
descongeladas y reactivadas con tfratamientos de Paclitaxel. Se determind

la concentracion inhibitoria media (Clso) tanto de células parentales como



resistentes para posteriormente determinar indice de resistencia. El andlisis de
expresion de P-gp se realizd por microscopia de inmunofluorescencia y

finalmente se realizd el andlisis de datos.

Los resultados mostraron que las células Hep3B/PTX presentan el fenotipo de
resistencia. El andlisis por inmunofluorescencia sobre la expresidon de P-gp en
las células Hep3B/PTX mostrd una sobreexpresion de esta proteina en estas
células resistentes compardndolas con el contfrol negativos de células Hep3B
parentales. Estos resultados son similares a los obtenidos por S&nchez et al.,
2019 para la validacion de estas células como un modelo de células
resistentes y pueda utilizarse en la busqueda de compuestos que puedan

revertir el MDR.



1. INTRODUCCION

1.1. CANCER

El cdncer se puede definir como un conjunto de enfermedades que
tienen en comun el crecimiento ftisular producido por la proliferacion
confinua y desconfrolada de células anormales con capacidad de

invadir y destruir otros tejidos (National Cancer Institute) Figura 1.

Tumor

Células cancerigenas (en division) U Células normales

Cancer Research UK

Figura 1. Vista de las células cancerosas en comparacién con las células normales
(Tomado de Cancer Reserch UK, 2014).

En condiciones normales las células crecen de una manera confrolada,
recibiendo senales para dividirse, diferenciarse o morir para esta division
controlada existen puntos de control que evitan y rapardn danos detectados
impidiendo que continle un crecimiento defectuoso; sin embargo si hay una
evasion de dichas senales se promueve una proliferacion descontrolada y
anormal, de manera que, al no tener un confrol, estas crecen sin
inferrupcion, y sin tener una Optima funcionalidad promoviendo la

carcinogénesis (Anderson MW et al., 1992).



Dentro de las alteraciones que sufren las células para evadir estos
mecanismos de control, se asocian alteraciones genéticas y epigenéticas
(Chen QW et al., 2014). Dentro las alteraciones genéticas se asocian
mutaciones que afectan la funcionalidad de ciertas proteinas que
infervienen como confroles del ciclo celular, logrando que las células
contfinten dividiéndose sin interrupcion, formando cUmulos de células
conocidos como tumores, que en cierto avance pueden lograr invadir y
propagarse en ofros érganos o tejidos, iniciando el proceso conocido como

metdstasis (Alberts et al., 2010).

Por su parte las alteraciones epigenéticas se asocian a cambios en la
expresion de genes, por ejemplo, genes implicados en regular mecanismos
de proliferacion celular ya no se expresan por consiguiente existen una
desregulacion en estos mecanismos promoviendo la proliferacion fuera de

control (Chen QW et al., 2014).

Si bien el origen del cancer es multifactorial, se sabe que el cancer se
origina debido a un conjunto de mutaciones y cambios en la expresion de
genes ocasionados por interacciones entre factores genéticos vy
ambientales, estos Ultimos consisten en agentes externos conocidos como

carcinégenos, los cuales se pueden clasificar de la siguiente manera:

- Carcinégenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes;

- Carcinégenos quimicos, como los asbestos, los componentes del humo

de tabaco, las aflatoxinas o el arsénico;

10



- Carcinégenos biolégicos, como las infecciones causadas por
determinados virus, bacterias o pardsitos (Centro Internacional de

Investigaciones sobre el Cancer, la OMS).

Puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido
corporal, no es una enfermedad Unica, sino un conjunto de enfermedades

que se clasifican en funcién del tejido y de la célula de origen.

De acuerdo al Instituto Nacional de Salud (NIH) por sus siglas en inglés y
el Instituto Nacional del Cancer (National Cancer Institute, 2019), los tipos de

cdancer del fejido, puede ser clasificado en seis categorias importantes:

1. Carcinoma

Se origina de la capa epitelial de las células y es el tipo de cdncer mds comin en humanos,
ademds que este tipo de células frecuentemente se encuentran expuestas a agentes
fisicos o quimicos, lo que podria favorecer el desarrollo del cdncer. Entre los mds
caracteristicos se encuentran el carcinoma de pecho, los pulmones, el diafragma, el colon,

la préstata, entfre otros.

2. Sarcoma

Se da en tejidos conectivos y de apoyo, en donde se encuentran los musculos, los huesos, el

cartilago y la grasa.
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3. Mieloma

Estos originan en las células de plasma de la médula. Las células de plasma son capaces de
producir los diversos anficuerpos en respuesta a infecciones. EI mieloma es un tipo de

cdncer de sangre.

4. Leucemia

Afectan a la médula que es el sitio para la produccién del glébulo. Cuando es
cancerigena, la médula comienza a producir a los gldbulos blancos no maduros excesivos
qgue no pueden readlizar sus acciones usuales y el paciente es a menudo infeccion

propensa.

5. Linfoma

Cdncer del sistema linfatico. Se origina en células del sistema inmune dentro del
sistema linfdtico. Afectan a ganglios linfdticos en los sitios especificos como el estémago, el

cerebro, los intestinos efc.

El cdncer es una enfermedad compleja debido a las causas que lo originan, es decir,
Se han identificado que distintos tipos de cdncer tienen en comuin alteraciones en genes
particulares; por lo general estos juegan un papel fundamental en la regulacion del
crecimiento celular. Entre los genes que frecuentemente se asocian con alteraciones se

pueden clasificar los siguientes dos grupos:

Proto-oncogenes: ActUan transmitiendo senales, resultando como factores de
crecimiento promoviendo la proliferacion celular. Las alteraciones de estos genes como
mutaciones puntuales, translocacion cromosémica promueve su funcidn amplificada,
alcanzando un estado permanente activo, estimulando la proliferacién celular de manera
excesiva, sin control y permanente. Un protooncogén normalmente funciona de una
manera muy parecida a un pedal de acelerador. Ayuda a que la célula crezca y se divida.
Un oncogén podria compararse con un acelerador atascado, lo que hace que la célula se

divida sin control (Kontomanolis et al., 2020).

Genes supresores de tumores: Actuan regulando la proliferacién celular, suprimiendo o

12




blogueando la divisidn celular, reparando danos del ADN o induciendo muerte celular
cuando sea requerido. Cuando estos genes sufren alteraciones su funcién es inhibida (a
diferencia de los oncogenes que requieren ser activados), de tal manera que su funcién de
inhibir la proliferacién no puede ser cumplida, promoviendo que las células continden
proliferando de manera descontrolada. Una diferencia importante entre los oncogenes vy
los genes supresores de tumores es que los oncogenes son el resultado de la activacién
(encendido) de proto-oncogenes, pero los genes supresores de tumores causan cdancer
cuando se inactivan (desactivan). Se han encontrado anomalias hereditarias de los genes
supresores de tumores en algunos sindromes familiares de cdncer. Causan que ciertos tipos
de cdncer sean hereditarios. Pero la mayoria de las mutaciones del gen supresor de
tumores se adquieren, no se heredan. Por ejemplo, se han encontrado anomalias del gen
TP53 (que codifica la proteina p53) en mds de la mitad de los cdnceres humanos. Las
mutaciones adquiridas de este gen aparecen en una amplia gama de cdnceres

(Kontomanolis et al., 2020).

1.2 Incidencia y mortalidad

El cdncer es una de las causas principales de muerte en el mundo.
Datos de Globocan 2020 indican que en 2018, hubo 18.1 millones de casos

nuevos y 9.5 millones de muertes por cdncer en el mundo.

Se anticipa que en 2040 el nimero de casos nuevos de cdancer por
ano aumentard a 29.5 millones y el nUmero de muertes por cadncer a 16.4

millones.

En general, las tasas mds altas de cdncer se encuentran en los paises

con poblaciones que tienen el nivel mas alto de esperanza de vida, de
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educacion y de estdndar de vida. Pero para algunos tipos de cancer, como
el cancer de cuello uterino, se observa lo contrario. La tasa de incidencia
mas alta para este cdncer se encuentra en paises cuya poblacion tiene

niveles bajos de estas mediciones (Wild, ef al., 2020).

El informe, que recoge los datos GLOBOCAN 2020 de 185 paises y 36
tipos de cdncer, apunta a que una de cada 5 personas en todo el mundo
desarrolla cdncer a lo largo de su vida, y que uno de cada 8 hombres y una

de cada 11 mujeres fallecen a causa de la enfermedad.

El cAncer de mama en mujeres sigue siendo el tumor mds comun en
todo el mundo (11.7% del total de casos nuevos), seguido del cdncer de
pulmon (11.4%), el colorrectal (10.0%), el de prostata (7.3%) y el de estbmago

(5.6%).

Pero el mds mortal no es el cdncer de mama, tumor en el que en los
ultimos anos se ha avanzado mucho en cuanto a su prevencion, diagndstico
y tratamiento, sino que ese lugar ahora lo tiene el cdncer de pulmodn,
responsable del 18% muertes por cdancer. Los ofros cdnceres mdas mortales
son el cdncer colorrectal (9.4%), el de higado (8.3%), el de estdbmago (7.7%) y

el cdncer de mama en mujeres (6.9%).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de cdancer a nivel mundial. Fuente:

GLOBOCAN 2020.

Por sexos, el cancer de pulmon sigue siendo el mds frecuente en los varones,
y también principal causa de muerte por cdncer, seguido del de préstata y

el colorrectal. El cAncer de higado y cancer colorrectal son los mds letales.

1.2.1. Carcinoma Hepatocelular

De acuerdo a la International Agency for Research on Cancer (IARC),

actualmente el Carcinoma Hepatocelular (CHC) constituye la sexta
neoplasia mdas frecuente en el mundo vy la tercera causa de muerte por
cdncer. Su distribucidn mundial es muy heterogénea y estd estrechamente
relacionada con la prevalencia variable de los diferentes factores de riesgo

asociados al desarrollo de esta enfermedad. (IARC, 2020).
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En México el CHC es el octavo mdas frecuente, sin embargo, representa
la 3ra causa de muerte por tumores, su prevalencia en cinCo anos se

considera que es de 6.21% por 100000 habitantes (Globocan 2020)

En la mayoria de los casos, el CHC se desarrolla con cirrosis subyacente
e inflamacion hepdtica créonical7,18. Los principales factores de riesgo de
CHC son la infeccidn por VHB / VHC, el consumo excesivo de alcohol, la
ingestion de aflatoxina B1, el tabaquismo y la enfermedad del higado graso
no alcohdlico causada por la obesidad y la resistencia a la insulina (Llovet et
al., 2016). Aunque la confribucidon de las diferentes etiologias a las muertes
por cdncer de higado varia segun la region, el VHB es la principal causa de
incidencia y muerte por cdncer de higado en todo el mundo (272.000 y

265.000 casos, respectivamente) (Ghouri et al., 2017).

Como muestran los datos estadisticos, el CHC es una enfermedad con
una elevada mortalidad respecto a los casos de incidencia, esto muestra la
deficiencia del diagndstico y fratamiento. Como se menciond anteriormente,
en la mayoria de los casos, el CHC se desarrolla denfro de un antecedente
de enfermedad hepdtica croénica, y una de las principales problemdaticas del
cdncer hepdtico es que su diagnodstico se realiza cuando la enfermedad
estd avanzada y el fratamiento ya no tendrd la misma eficacia, es por esto la
importancia de obtener un diagndstico temprano, por esta razén, la
deteccidon temprana de la enfermedad mediante la vigilancia y el uso de

métodos diagndsticos precisos son fundamentales para el manejo del CHC.
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La deteccion de CHC en una etapa temprana mejora la supervivencia y

permite el uso de fratamientos potencialmente curativos (Tang et al., 2017).

Una vez diagnosticado el CHC, se enfrenta ofro reto en la terapia, en
parte debido a la mala quimiosensibilidad (causada por la expresion de
genes de resistencia a los farmacos) y la disfuncion hepdtica que impide la
administracion de estos farmacos. Ademads, la cirrosis tendrd un impacto en

los volumenes de distribucion de farmacos. (Cidon, 2017; Galun et al., 2017).

1.3. Tratamiento

El cdncer es una enfermedad mulfifactorial lo cual hace que su
diagndstico y su tfratamiento sean complejos, una vez detectada la
enfermedad se elige la estrategia de tratamiento, que dependerd de donde
estd localizado y el avance que tiene. Entre los tratamientos se encuentran:
la cirugia, la radiaciéon, quimioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal,
trasplante de células madre que logran dar un fratamiento dirigido a las
células cancerosas, fomando en cuenta las modificaciones genéticas por las
que se desarrolld el cdncer (Tiptiri-Kourpeti et al., 2016). Sin embargo,
actualmente los principales tratamientos son la cirugia, la radiaciéon y la

quimioterapia (Lasley et al., 2011).

1.3.1. Cirugia

La cirugia a menudo es el primer tratamiento cuando el cdncer es
detectado en una etapa temprana, este fratamiento del cdncer con cirugia
funciona mejor si tiene un tumor sdélido en un drea. A menudo, no puede
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tratar el cdncer que se ha diseminado o el cdncer que se encuentra en la
sangre, como la leucemia. El cirujano hace un corte en su piel con un bisturi
u ofra herramienta afilada y extrae la mayor canfidad posible de tumor.
También pueden extraer ganglios linfaticos y ofros tejidos para analizarlos, a

esto se le llama cirugia abierta (Lasley, 2011; Price y Sikora, 2014).

1.3.2. Radioterapia

Radiacion de haz externo: Este tratamiento ataca las células cancerosas
con particulas de alta energia (terapia de protones) u ondas (rayos X), actua
danando el DNA evitando la replicacion. Sin embargo, también mata
algunas células normales. Sin embargo es dirigido ya que dana las células en
un drea especifica en lugar de en todo el cuerpo. El tipo mds comun
proviene de una maquina fuera de su cuerpo (Lasley, 2011; Price y Sikora,

2014).

Radiacion interna: En este tipo de radiacion también conocida como
braquiterapia se colocardn implantes radiactivos del tamano de un grano
de arroz denfro de su cuerpo donde estda el tumor. La radiacion destruye las
células cancerosas. Este tfratamiento lo vuelve radiactivo durante un tiempo,
por lo que es posible que deba evitar que el paciente interactie con ofras

personas hasta que termine (Lasley et al., 2011).

1.3.3. Quimioterapia

Uno de los principales tfratamientos del cdncer es la quimioterapia, esta
consiste en el uso de agentes quimicos, que fienen la capacidad de
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ocasionar dano en el DNA o interferir en el ciclo celular. El propdsito del
tratamiento con agentes quimioterapéuticos evita que las células
cancerosas se mulfipliquen, invadan y hagan metdstasis (Price y Sikora,

2014).

Puede causar efectos secundarios porque destruye las células de su
cuerpo que crecen rapidamente, incluidas las de la sangre, la boca, el
sistema digestivo y los foliculos pilosos. Hay mds de 100 tipos de
medicamentos de quimioterapia que se seleccionara de acuerdo al fipo de
cdncer. Puede tomarlo administrarse en forma de pildora o cdpsula, o

recibirlo en forma de inyeccidn o infravenosa en su casa o en el hospital.

Para entender cdmo actiua la quimioterapia es importante conocer
cdmo se da el crecimiento y division celular, es decir el ciclo celular. El ciclo
celular es proceso mediante el cual el material genético se duplica para
luego ser distribuido en células idénticas, se divide en cuatro fases (Figura 3)

(Watson, 2006).

* En lafase G1, las moléculas y estructuras citoplasmdaticas aumentan
en numero, y algunas orgdnulos se duplican. Es un periodo de
crecimiento general.
e En lafase S (de sintesis), los cromosomas se duplican;
* En lafase G2, comienza la condensacion de los cromosomas y el
ensamblado de las estructuras especiales requeridas para la mitosis

(division nuclear) y la citocinesis (division citoplasmatical).
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e Después de la fase G2 ocurre la mitosis, que usualmente es
seguida de inmediato por la citocinesis (aunque ésta Ultima
puede no ocurrir). Por medio del proceso de mitosis, |os
cromosomas se distribuyen de manera que cada nueva célula
hija recibe un juego completo de cromosomas y es
genéticamente idéntica a la célula progenitora. Si la division que
ocurre es meidtica, existen varias diferencias; entre ellas que se
reparte una sola copia de cada cromosoma (células haploides) y
aproximadamente la mitad del citoplasma (con mitocondrias,

ribosomas y otros orgdnulos) a cada una de las dos células hijas.

Entre estas fases existen puntos de control que verifican que el proceso
de cierta fase se haya realizado adecuadamente, uno de ellos se encuentra
en Gy, justo antes de entrar en fase S y el ofro en G2 antes de la mitosis. Esto
evitard que el ciclo continle con ADN danado, y de ser necesario se
activaran los mecanismos de reparacion. También existe la posibilidad de
que se dé la fase Go, esta se da cuando célula permanecen en reposo,
debido a que la célula no tiene la capacidad o ya no se requiere continuar

con el ciclo (Watson, 2006).
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Figura 3. Fases del ciclo celular.
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Los antfineopldsicos pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo
celular, o bien sobre los mecanismos de confrol del ciclo. Los antineopldsicos

se clasifican de la siguiente manera:

- Agentes alquilantes: estos farmacos, los mds utilizados en quimioterapia
anfineopldsica, lesionan el ADN e interfieren en la replicacion celular.
Provocan su accion citotdxica mediante la formacion de enlaces
covalentes entfre sus grupos alquilo y diversas moléculas nucledfilas
presentes en las células, especialmente Ias bases nitrogenadas del
ADN. De este modo, bloguean la replicacion del ADN celular vy la
transcripcion del ARN y, por tanto, la mitosis y la sintesis de proteinas.
Ejercen su accion durante todo el ciclo celular, pero son mds activos

sobre las células en rapida division.
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- Los farmacos de este grupo tienen en comun la toxicidad aguda
ocasionada en la médula 6sea en forma de mielosupresion e

inmunosupresion.

- Los agentes alquilantes se pueden dividir en fres grupos: alquilantes
cldsicos  (ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida, melfaldn,
trofosfamida), nitrosoureas (carmustina, estramustina, fotemustina) y

tetfrazinas (dacarbacina, temozolomida).

- Antimetabolitos: son andlogos estructurales de metabolitos naturales
por lo compiten con ellos por el sitio catalitico o regulador de una
enzima clave, o los sustituyen, produciendo alteracion en la sintesis
del ADN y RNA. Debido a este mecanismo de accidén, son mds
activos cuando las células estdn en la fase S. Andlogos de
pirimidinas. Constituyen un grupo farmacolégico muy importante en

el tratamiento antineopldsico, con actividad de amplio espectro.

- Antibidticos antitumorales: son sustancias naturales que tienen la
capacidad de alterar el crecimiento de las células, entre ellas se
encuentran las antraciclinas, producidos por el hongo Streptomyces,
principalmente actua infercaldndose en el DNA e inhibiendo de las

topoisomerasas | y Il del ADN, su efecto mdaximo se da sobre la fase S.

- Productos naturales: Se ha aislado una gran variedad de compuestos
que poseen actividad antfitumoral a partir de sustancias naturales,

tales como plantas, hongos y bacterias. Se dividen en cuatro grupos
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de acuerdo a su origen: a) alcaloides de la vinca, b) taxanos, c)

camptotecinas, d) epipodofilotoxinas.

a) Alcaloides de vinca: se derivan de la planta Vinca rosea, se
unen a la fubulina, blogueando la polimerizacion de los

microtUbulos impidiendo la mitosis.

b) Taxanos: en este grupo se encuentra el paclitaxel derivado del
drbol Taxus (Tejo) y su derivado semisintético docetaxel.
Actlan uniéndose a los microfUbulos estabilizdndolos
impidiendo asi la despolimerizacion finalmente con esta

accidn se evita que realice la mitosis.

c) Camptotecinas: son alcaloides derivados de Camptotheta
acuminata, estos interaccionan con la topoisomerasa |

evitando la fase de alargamiento de la replicacion del ADN.

d) Epipodofilotoxinas: son derivados de Podofilino, su principio
activo es la podofilotoxina, inhibe la actividod de la
topoisomerasa |l estabilizando el complejo ADN-topoisomerasa
ll; evitando la sintesis del ADN, vy la célula se detiene en la fase

Gr.

Tras provocar el dano sobre los distintos puntos, la progresidon del ciclo
celular de detiene, y si el dano de ADN es irreparable, se desencadena el
proceso de apoptosis y la célula finalmente muere (Ferndndez, 2008; Garcia-
Conde, 2000).

23



1.4. Paclitaxel

El Paclitaxel (PTX) perteneciente al grupo de taxanos, fue aislado de la
corteza del tejo (Taxus brevifolia) en 1971. El paclitaxel es un compuesto
diterpenoide que contiene un complejo de ocho segmentos con un anillo

taxano como nucleo. (Brunton, 2012).

El Paclitaxel se utiliza para tratar cdnceres de pulmdn de células no
pequenas, canceres de ovario, prostata, cabeza y cuello, vejiga, eséfago,
tumores de proéstata, carcinoma gdstrico, carcinoma adrenocortical,
leucemia, glioma humano y carcinoma hepatocelular (Meena et al., 2013).
Actua promoviendo la polimerizacion de la tubulina y estabiliza los
microtUbulos impidiendo que se dé la despolimerizacién, de tal menera que
inhibe la formacién del huso mitético en la division celular, evitando la mitosis

(Meena et al., 2013).

2. Resistencia a multiples farmacos

La resistencia a multiples farmacos (MDR) es uno de los principales
obstdculos que enfrenta el tratamiento del cdncer, ocurre en un corto
periodo de tiempo durante/después del fratamiento, y puede resultar en
resistencia cruzada a muchos otros quimioterapéuticos estructural vy
mecdnicamente diferentes. La MDR puede deberse a diferentes
mecanismos, incluidos fransportadores de casete de unidn de ATP (ATP
Binding Cassete) que bombean quimioterapéuticos, la mutacion de
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oncogenes que se vuelven resistentes a tratamientos anteriores, MDR impide
que el farmaco llegue a niveles intracelulares ocasionando que no se

cumpla con el efecto terapéutico (Fletcher et al., 2016, Zhang et al., 2015).

2.2. Transportadores ABC

La superfamilia de transportadores ABC se caracteriza por la presencia
simultdnea de los motivos A y B, implicados en la unidon e hidrdlisis de ATP. Los
transportadores ABC juegan un papel importante tanto en eucariotas como
en procariotas, especialmente en patologias como enfermedades
parasitarias, micosis, fibrosis quistica, resistencia de células cancerosas a
farmacos quimioterdpeuticos, asi como resistencia bacteriana a antibidticos.
Se han identificado mdas de cien transportadores ABC (Hollenstein et al.,

2017).

Se clasifican en siete subfamilias, ABCA a ABCG, que se localizan en la
membrana celular y tienen diversas funciones. Los transportadores ABC
tienen dos dominios de unidn a nucledtidos (NBD) que se unen e hidrolizan
ATP, y dos dominios de unidn tfransmembranal (TM) que llevan sus sustratos
fuera de la célula Figura 4. Al unirse la proteina de unién cargada con el
sustrato al dominio TM, el ATP se asocia al dominio ABC y el dimero se cierra.
El dominio TM adopta la orientacidn hacia afuera para recibir el sustrato. Tras
la hidrdlisis del ATP, el dimero ABC se abre y el sustrato pasa al citoplasma. Al

liberarse el ADP vy fosfato el fransportador adopta de nuevo la configuracion

inicial de reposo. Al usar ATP, los transportadores ABC trabajan para

transportar sus sustratos a través de la membrana celular, y los sustratos
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incluyen componentes bdsicos/nutrientes como aminodcidos, azucares,
lipidos, vitaminas, péptidos y ciertas proteinas, etc. Es importante destacar
que pueden proteger las células confra los xenobidticos, incluidos algunos

medicamentos contra el cdncer (Hollenstein et al., 2017).

J Beriplasm . /\ /\

cytoplasm

ATP binding \4 J ATP hydrolysis ATP hydrolysis
P, release

Figura 4. Estructuras de los transportadores ABC. Tomado de Hollenstein 2017

Expresiones mas altas de estos transportadores, como ABCB1 (también
conocido como P-glicoproteina, P-gp), ABCG2 (también conocido como
proteina resistente al cdncer de mama, BCRP) y ABCC1 (también conocido
como proteina 1 asociada a resistencia a mulfiples farmacos, MRP1), han
participado de cerca en MDR como lo confirman los estudios tanto del
laboratorio como de la clinica. La sobreexpresion de fransportadores ABC
puede conducir a la resistencia de quimioterapéuticos convencionales,
como doxorrubicina, PTX, colchicina, etc., y radioterapia (Hollenstein et al.,

2017).
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23. P-gp

La P-gp es el mds conocido de los tfransportadores ABC y fue el primero
en ser idenfificado en humanos, en el cual juega un papel critico en la
resistencia a los medicamentos en el tratamiento de cdnceres. Numerosas
investigaciones con muchos farmacos han demostrado que la P-gp tiene un
papel importante en la determinacion de los perfiles de concentracion de
sustratos de P-gp en las diferentes partes del cuerpo. Este fransportador
también estd involucrado en el fransporte de ciertas citocinas. La P-gp
puede incluso jugar un papel en el rechazo de aloinjertos y en la inhibicion

de la apoptosis (Chen et al., 2016; Fletcher et al., 2016).

La funcion de la P-gp es proteger de los compuestos toxicos,
impidiéndoles ingresar al citosol y expulsdndolos al exterior, también mejora
la secrecion de metabolitos y xenobidticos en la bilis, la orina y la luz de
tracto gastrointestinal. P-gp tiene una expresion similar en tejidos humanos y
de ratén, con una expresion particularmente prominente en la membrana
apical de las células epiteliales en las barreras fisiologicas y en los tejidos
excretores, que incluyen la barrera hematoencefdlica, el fracto
gastrointestinal, el rindn y el higado, el colon, la gldndula suprarrenal, el
intestino, la placenta, las células precursoras hematopoyéticas y las células
endoteliales a nivel sanguineo y la barrera testicular. P-gp tiene un espectro
de sustrato muy amplio que media la exportacion de una variedad de
farmacos de diferentes clases de fdrmacos. Estos sustratos incluyen

medicamentos quimioterapéuticos, agentes inmunosupresores,
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anfiarritmicos, bloqueadores del canal de calcio, analgésicos,
antihistaminicos, antibidticos, productos naturales, colorantes fluorescentes y
pesticidas, entre muchos ofros (Leslie et al., 2005; Vasiliou et al., 2009; Sharom,

2011).

El nivel de expresion basal de estos genes en algunos casos es suficiente
para que se de resistencia a farmacos, mientras que en ofros se han

identificado una sobreexpresion de estos.

Aungue muchos factores pueden confribuir al desarrollo del fenotipo
MDR, el aumento de la expresion y/o la actividad funcional de P-gp que
facilita el transporte de salida de fdrmaco activo a fravés de la membrana
celular se ha reconocido como el principal. En cdncer de mama, sarcoma y
ciertas leucemias, se observd una mayor expresion de P-gp en la
enfermedad recurrente o recidivante, en comparacion con la expresion en
el momento del diagndstico en leucemia mieldgena aguda,
aproximadamente el 50% de las muestras clinicas muestran expresion de P-
gp con niveles crecientes en células de leucemia recurrentes, y la expresion
se ha relacionado repetidamente con un resultado deficiente (Tamaki et al.,

2011).

2.4. Nvuevas alternativas

A través de la historia el uso de platas como una opcidn curativa ha sido
uno de los principales tratamientos de enfermedades, inspirando diversos

proyectos de investigacion permitiendo la identificacion actividades
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terapéuticas como: antinflamatorias, citotdxicas, antioxidantes, entre otras, y
es a partir de ellas que se han obtenido una gran parte de los medicamentos
utilizados hoy en dia (Patwardhan et al., 2005). En la busqueda de nuevas
alternativas de tratamiento del cdncer, se ha recurrido a la investigacion a
partir de extractos de plantas; tal es el caso de los compuestos de origen
natural entfre los que se encuentran compuestos fendlicos. La mayoria de
estos se encuentran principalmente en las frutas, verduras y tienen un gran
potencial antioxidantes, son capaces de eliminar los radicales superdxido
libres, reducir el riesgo de cdncer y proteger los sistemas bioldgicos contra los
efectos nocivos de los procesos oxidativos sobre macromoléculas, como
carbohidratos, proteinas, lipidos y ADN. Se encontré que, ademds de su
actividad antioxidante primaria, este grupo de compuestos presenta una
amplia variedad de funciones bioldgicas que estdn relacionadas
principalmente con la modulacion de la carcinogénesis. Ademdads, la
prevencion del cdncer es una de las propiedades bioldgicas mads
documentadas de los polifenoles. Los efectos de los polifenoles en las lineas
celulares de cdncer humano son la proteccion y la reduccion del nUmero de
tumores o su crecimiento. Se han considerado los mecanismos de los efectos
anticancerigenos de los polifenoles, que se encuentran en frutas, verduras y
especias que representan partes de la nutricion diaria. Estos compuestos
pueden ser la base para el desarrollo de preparaciones para prevenir €l
cdncer. Varios estudios en extractos o polifenoles aislados de diferentes
alimentos vegetales han mostrado efecto citotoxico en varias lineas de
células cancerosas que incluyen diferentes etapas evolutivas del cdncer,

29



particularmente estudios muestran la inhibicidn de proliferacion celular,
regulacion de vias de senalizacion, induccion de apotosis y reversion de
mecanismos de MDR, esta representa uno de los principales problemas en la
farmacoterapia de enfermedades. Por tanto, se ha prestado una gran
atencién a la busqueda de inhibidores de la P-gp como agentes
terapéuticos para revertir la MDR mediada por la P-gp. Dado que los
compuestos quimicos identificados durante las Ultimas tres décadas como
inhibidores potenciales de la P-go no han mostrado propiedades
farmacoldgicas adecuadas. El interés de estos compuestos como inhibidores
de la P-gp estd aumentando debido a sus posibles caracteristicas favorables,

incluida la selectividad y los efectos no citotéxicos (Patwardhan et al., 2005).

3. ANTECEDENTES

La busqueda de una prevencion eficaz contra el cdncer se ha convertido en
una prioridad para la ciencia bdsica y clinica. Se han propuesto compuestos
de tipo fendlicos como terapia alternativa y se ha demostrado que son
eficaces en el tratamiento del cdncer, especialmente cuando se consumen
en mezclas sinérgicas ha mostrado efecto quimiosensibilizante. Ya se ha
demostrado que compuestos fendlicos incluidos flavonoides, acidos
fendlicos, flavonoides y polifenoles pueden ejercer efectos diferenciales
sobre las células tumorales. Su accidén se puede atribuir no solo a su
capacidad para actuar como antioxidantes, sino también a su capacidad
para interactuar con los mecanismos celulares bdsicos. Se ha demostrado

que los polifenoles, como resveratrol, EGCG, curcumina y querceting,
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promueven la induccidon de apoptosis extrinseca e infrinseca en diferentes
tipos de cdnceres (p. Ej., Colon, pulmdn, prostata, mama, melanoma o
leucemia). Oftros estudios realizados en animales informaron que los
componentes fendlicos pueden prevenir y/o retrasar la aparicion vy
progresion de diferentes tipos de cdnceres, como los de prostata, higado,
colon, leucemiaq, efc. Los polifenoles también pueden actuar como agentes
supresores e inhibir la formacién y el crecimiento de tumores de células

iniciadas; inhiben la proliferacion celular in vitro (Ye et al., 2019).

Recientemente los componentes naturales, como los compuestos fendlicos,
han ganado un gran interés como inhibidores seguros de la P-gp, dentfro de
este tipo de compuestos fendlicos los flavonoides integran la categoria no
farmacéutica de tercera generacion de inhibidores de la P-gp, y algunos de
ellos mostraron efectos comparables a los de los inhibidores cldsicos de la P-
gp. De hecho, algunos de estos flavonoides que se encuentran en alimentos
y bebidas de origen herbal parecen ser bastante prometedores para inhibir
la salida del fdrmaco mediada por P-gp, lo que indica su valor potencial
para mejorar la biodisponibilidad sistémica/celular de los sustratos del
farmaco P-gp cuando se administran conjuntamente (Kathawala et al.,

2015; Caetano-Pintoet et al., 2017).

Los flavonoides abundan en plantas, alimentos como frutas y verduras, asi
como en hierbas tradicionales. Es importante destacar que se han aplicado
muchos flavonoides en humanos para el suministro de nutrientes y para el

tratamiento de ciertas enfermedades, o que indica sus propiedades de
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seguridad. Estructuralmente, los flavonoides se clasifican en tres categorias:
flavonoides; iso-flavonoides; neoflavonoides. Especificamente, los flavonoides
tienen una columna vertebral de 2-fenil-1,4-benzopirona, los iso-flavonoides
tienen una columna vertebral de 3-fenil-1,4-benzopirona y los esqueletos de
4-fenil-1,2-benzopirona. Hasta la fecha, se han idenfificado ~ 5,000

flavonoides diversos (Ye Q et al., 2019).

Un nUmero creciente de estudios ha sugerido que a través de la
administracidon Unica o combinada, los flavonoides y los iso-flavonoides
pueden actuar como agentes sensibilizantes. Actualmente, estudios como
los discutidos anteriormente indican que estos flavonoides ejercen su eficacia
contra el cdncer a través de multiples mecanismos y multiples dianas, y estd
bastante claro que ciertos flavonoides pueden superar la MDR al regular

varios aspectos que contribuyen a la MDR.

Los flavonoides tienden a dirigirse a las bicapas lipidicas y modifican las
propiedades fisicoquimicas de la membrana para ejercer sus bioactividades.
Como se demostrdé en el estudio de Ingdlfsson et al., Los fitoquimicos de
diferentes estructuras (polifenoles, incluido el flavonoide) podrian alterar las
propiedades de la bicapa lipidica a medida que se localizan en la interfaz
bicapa / solucidon. Mediante una accion similar, también regularon las
funciones bioldgicas de diversas proteinas de membrana, lo que sugiere que
sus acciones pueden deberse al mecanismo comiUn mediado por la bicapa

de la membrana. Por tanto, se sugiere que los flavonoides actian como
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agentes mulfifuncionales que regulan negativamente los factores clave que

contribuyen a la MDR, asi como a otras enfermedades (Ye et al., 2019).

Para revertir la MDR, estos flavonoides pueden regular muchos blancos,
primero, los flavonoides pueden regular los fransportadores ABC, como
ABCBI1, ABCG2, ABCCI, etc. No solo inhiben los efectos de salida de estos
transportadores a muchos quimioterdpicos convencionales, sino que
también inhiben las expresiones. Los estudios de acoplamiento indican que
pueden unirse a los NBD de ABCBI1 (Saeed M et al., 2015). Hasta la fecha, la
FDA no ha aprobado ningun regulador de fransportadores ABC debido a
efectos adversos graves. Los productos naturales prometen ser agentes
menos toxicos, dado que muchos de los reguladores de flavonoides ya sirven

como suplementos dietéticos.

En segundo lugar, como compuestos polifendlicos, muchos flavonoides
pueden funcionar como moduladores de ROS ya que afectan el estado del
nivel de ROS en las células cancerosas. En diferentes dosis, pueden funcionar
como captadores de ROS o como inductores. Para superar la MDR,
preferiblemente funcionan como inductores que inducen una mayor
produccion de ROS que pueden alcanzar el umbral téxico para activar la
apoptosis. Los principales actores en el mantenimiento de ROS equilibrados
en las células incluyen Mrf2, GSH, los cuales pueden ser inhibidos por ciertos

flavonoides para ejercer sus efectos reensibilizantes (Cui Q et al., 2018).
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En tercer lugar, fambién pueden regular HIF, ciclo celular, CSC,
autofagia y enzimas criticas como STAT3, p53 y NFkB, lo que confirma su

propiedad multifuncional.

Los productos naturales de tipo fenolicos representan estrategias de
tratamiento novedosas para superar la MDR en el cdncer, y las
modificaciones estructurales de estos compuestos deberian ser de interés
para los quimicos médicos. De hecho, se han desarrollado muchos derivados
de flavonoides para suprimir las células cancerosas resistentes, como los
derivados del acilo de crisina contra las células cancerosas humanas
resistentes a los farmacos (MES-SA / DX5, LoVo / DX), derivados de
nitrogenisteina modificados por grupos nitro contra cisplatino células A2780
de cdncer de ovario humano resistentes (Bai et al., 2018J), conjugado de
guercetina-dacido glutdmico (Kim et al., 2017) y dimeros flavonoides a base
de apigenina (Chan et al., 2006) confra células cancerosas que
sobreexpresan P-gp. Derivados de crisina y quercetina que contienen selenio
contra células cancerosas resistentes a cisplatino (Martins et al., 2015),
guercetina-3-metil éter contra células de cdncer de mama resistentes a

lapatinib (Li J et al., 2013), etc.

Estos estudios experimentales proporcionan informacion crucial para el
descubrimiento de nuevos farmacos, asi también muestran la necesidad de
mads estudios para comprender los mecanismos exactos de las acciones que

adn no se comprenden completamente.
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En nuestro grupo de frabajo en los Ultimos anos se ha focalizado la
investigacion en la busqueda de compuestos con capacidad para modular
MDR, por ejemplo, Sdnchez et al 2018, mostro que dcido gdlico compuesto
fendlico sensibiliza las células de carcinoma de ovario resistentes a PTX
(A2780AD) mediante la inactivacion de ERK mediada por ROS, y sugieren
qgue acido gdlico podria representar un coadyuvante Util de PTX en el

tfratamiento del carcinoma de ovario.

Posteriormente Sadnchez et al., 2019 genero células HEPB/PTX resistentes
a PTX, para lo cual la linea celular parental Hep3B fue sometida a
tratamientos sucesivos y crecientes de PTX por un periodo de tiempo
alrededor de 7 meses. Las células Hep3B/PTX generada alcanzo una Clso de
PTX de 352nM, alrededor de 14 veces mds respecto a la linea parental que su

ICs0 €5 de 25nM.

Por lo que contar con modelos experimentales que integren el fenoftipo
de resistencia es crucial para la evaluacion de compuestos y andlisis de
mecanismos de la actividad de compuestos sobre la MDR, por lo que la
caracterizacion del fenotipo de resistencia de las células Hep3B/PTX
previomente obtenidas seria importantes para su validacidn como un

modelo experimental para MDR.
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4. JUSTIFICACION
El CHC representa una de las principales causas de muerte a nivel
mundial su tasa de incidencia es semejante a la mortalidad, por lo que es

uno de los tumores mads dificiles de tratar.

El uso de agentes quimioterapéuticos blancos de fubulina, son una
alternativa al tfratamiento, sin embargo la MDR generada después de su
exposicion de algunos de estos farmacos, incluidos PTX, ha sido un obstaculo
en el fratamiento. La habilidad de modular MDR ha sido complicada por el
hecho de que muchos tumores exhiben simultdneamente mdltiples
mecanismos, sin embargo, se ha asociado la sobreexpresion de P-gp en el
fenotipo de MDR, que resulta en reduccién infracelular de la concentracion

de agentes quimioterapéuticos.

Por lo que el andlisis de la sobreexpresion de P-gp de las células
resistentes Hep3B/PTX seria muy importante para la validacion del fenotipo
de resistencia convirtiendola en un inferesante modelo de estudio para la

buUsqueda de moléculas que pudieran actuar revirtiendo la MDR.

5. HIPOTESIS
La sobreexpresion de P-gp en las células HEP3B/PTX valida el fenotipo

de MDR de la linea celular de CHC
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6. OBIJETIVO GENERAL
Analizar el nivel de expresion de P-gp en células HEP3B/PTX resistentes y

HEP3B parentales.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Cultivar y reactivar células HEP3B/PTX a fravés de tratamientos

crecientes de paclitaxel.

e Determinar el indice de resistencia de las células HEP3B/PTX

e Comparar los niveles de P-gp de la linea celular HEP3B/PTX respecto

a la linea celular parental HEP3B.

7. METODOLOGIA

7.1. Cultivo celular

Para realizar este proyecto se utilizaron la lineas celulares de
carcinoma hepatocelular Hep3B parentales y Hep3B/PTX resistentes a PTX
que se generd por Sanchez-Carranza et al., 2019 a partir de células Hep3B
parentales que fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection
USA).

Las células Hep3B/PTX fueron cultivadas en Minimum Essential Medium
(MEM) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB, Invitrogen) y glutamina
2 mM. Estas fueron mantenidas en frascos T (Corning® Flask de 25 cm?2) con
un volumen de 5 mL de medio MEM al 10% de SFB. Cuando habia una

confluencia mayor del 90% se realizan los subcultivos, utilizando fripsina
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(0.25% tripsina-EDTA) para despegar las células del sustrato. Los culfivos se

incubaron a 37°C en atmodsfera de CO» al 5%.

7.1.1. Subcultivo de células Hep3B/PTX en cajas T de 25 cm? y
reactivacién con Paclitaxel.

a) Encender la campana de flujo laminar y limpiarla correctamente con
agua destilada y alcohol al 70%.

b) Cerrarla ventanillay encender la luz UV en un lapso de tiempo de 15-
20 minutos para obtener condiciones estériles.

c) Acabado el tiempo, meter el material necesario de trabajo en la
campana limpidndolo previamente con etanol al 70%.

d) Posteriormente, sacar los frascos T25 cm? de la incubadora para su
manejo.

e) Al frasco T25 cm?2 el cual contiene células en adherencia, retirar el
medio agotado (5 mL) al frasco de desechos.

f) Lavarlas células con 2 mL de PBS 1x estéril de 2 a 3 veces y desecharlo.

g) Agregar 0.5 mL de 0.25% fripsina-EDTA estéril e incubar durante 3-5
minutos para el desprendimiento de las células.

h) Acabado el tiempo de incubacion, sin quitar la fripsina agregar al
frasco 2 mL de medio suplemtado con SFB para destripsinizar y detener
la reaccion.

i) Resuspender adecuadamente hasta homogeneizar el cultivo y colocar
en un tubo de 15 mL estéril para centrifugar a 900 rom durante 5

minutos.

38



Acabado el tiempo de centrifugacion, desechar el sobrenadante para
obtener el pellet celular y agregar medio MEM al 10% de SFB fresco.
Resuspender adecuadamente y colocar una alicuota de células en la
caja 125, completando con medio nuevo a un volumen total de 5 mL.
Almacenar en cajas 125 de nuevo en la incubadora y una vez que las
células alcanzaban una confluencia entre 50 y 70% se procedio a
reactivar las células resitentes adicionando una concentracion de 10
NnM de Paclitaxel, dejandose por 48 horas el tratamiento. Las células
sobrevivientes fueron subcultivadas como se menciond anteriormente,
posteriormente se realizd el mismo procedimiento incrementando los
tratamientos de paclitaxel por semana hasta llegar a una
concenfracion de 100nM, las células resistentes a este fratamiento
fueron subcultivadas conforme se describié anteriormente realizando
el mismo procedimiento de preferencia cada tercer dia o conforme se

alcanzaba la confluencia.

7.1.2 Montaje de células Hep3B/PTX en placa (96 pozos) para calculo IR.

ad) Encender la campana de flujo laminar y limpiarla cuidadosamente

con agua destilada y alcohol al 70%.

b) Cerrar la ventanilla y encender la luz UV durante 15-20 minutos.

c) Acabado el tiempo, meter el material de trabajo necesario en la

campana; limpiandolo correctamente con alcohol al 70%.
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d) Posteriormente, realizar el subcultivo normal de las células Hep3B/PTX
en adherencia descrito previamente hasta la obtencion del pellet
celular.

e) Al pellet resultante, agregar 3 mL de medio MEM al 10% SFB.

f) Resuspender cuidadosamente el pellet celular hasta homogeneizar la
solucioén. Posteriormente, tomar una alicuota de células para realizar el
conteo celular. Estd técnica se considera de las mds simples para la
determinacion de la concentracion celular en un volumen dado,
permitiéndonos estimar el nUmero de células por recuento directo, asi
como el % de viabilidad celular. Para llevar a cabo esto, la suspension
celular se analiza en el dispositivo y bajo el microscopio optico se
diferencian las células viables de las muertas presentes en la muestra.
Esta diferencia se rige por la técnica de exclusion con la ayuda de
colorantes como el azul de tripano; donde las células viables se
caracterizan por excluir el colorante dado a que su membrana se
encuentra intacta, por lo fanto, no se tinen observandose brillantes y
sin coloracién. En cambio, las células muertas son muy especificas; ya
que permiten la entrada del colorante debido a que su membrana se
encuentra danada tinéndose de color azul. La metodologia llevada a
cabo fue la siguiente: con la ayuda de la cdmara de Neubauer

como a contfinuacion se describe el procedimiento:

e Colocar la cdmara de Neubauer sobre un papel absorbente y en una
superficie plana.
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Lavar adecuadamente la cadmara y cubreobjetos con agua destilada
y alcohol al 70%.

En un tubo Eppendorf colocar la cantidad necesaria de azul de
tripano y suspension celular de acuerdo a la dilucion requerida,
(utilizamos una dilucion 1:4).

Mezclar correctamente la solucion anterior, evitando la generacion de
burbujas.

Colocar con punta y micropipeta 10 yL de la solucion en cada lado
del cubreobjetos de la cdmara de Neubauer, llendndose por
capilaridad.

Posteriormente, colocar la cdmara de Neubauer en el microscopio
Optico (Micro Axiostar) y enfocar a 10x hasta observar los cuadrantes
requeridos para el conteo.

Contar las células viables y muertas de los cuadrantes extremos vy
central de la cdmara de Neubauer (10 campos).

Realizar el conteo celular por ftriplicado para determinar

No.de células totales/mlL (De acuerdo a las siguientes formulas).

Formulas utilizadas para determinar No.de células viables/mL,

No.de células totales/mL y % viabilidad celular:

No.de células totales

No.de células totales/mL: ( x 1x10% ) x Factor de dilucion

No.de cuadrantes
(1)

41



No.de células viables

No.de células viables/mlL: ( x 1x10% ) x Factor de dilucidn

No.de cuadrantes

(2)

L No.de células viables/ml
o: Viabilidad celular: No decéiuiastamies,’ml.)xmﬂ

(3)

g) Acabado el conteo, realizar los cdlculos adecuados poder colocar
a cada pozo una densidad de 5000 células/pozo, en un volumen final
de 100uL. La placa se deja a condiciones de 37°C y 5% CO2 durante

toda la noche, para posteriormente determinar la Clso vy el IR.

7.1.2.1 Viabilidad celular y determinacion de IR

Se determind la viabilidad celular de las células Hep3B/PTX usando el

ensayo MTS, para el cual se sembraron 5000 células/pocillo en una placa de

cultivo celular de 96 pozos como previamente se indicé en la metodologia.

Las células se trataron durante 48 h con concentraciones crecientes de PTX

desde 10nM hasta 400nM. Para determinar el nUmero de células viables en

proliferacion utilizamos el kit de ensayo de proliferacion celular CellTiter 26®

AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, EE. UU.), Siguiendo las

instrucciones del fabricante. La viabilidad celular se determind mediante

absorbancia a 450 nm usando un lector ELISA automdtico (Promega,

Madison, WI, EE. UU.). Los experimentos se realizaron por triplicado en tres

experimentos independientes. Los datos se analizaron en el programa
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estadistico Prism 5.0 (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) Y la Clso

se determiné mediante andlisis de regresion.

Para calcular el IR se dividid la Clsp obtenida de las células resistentes

Hep3B/PTX entre la Clsp Hep3B parentales

7.1.3. Montaje de células Hep3B/PTX en placa Corning Costar (24
pozos).

h) Encender la campana de flujo laminar y limpiarla cuidadosamente
con agua destilada y alcohol al 70%.

i) Cerrarla ventanillay encender la luz UV durante 15-20 minutos.

]} Acabado el fiempo, meter el material de trabajo necesario en la
campana; limpidndolo correctamente con alcohol al 70%.

k) Posteriormente, realizar el subcultivo normal de las células Hep3B/PTX
en adherencia descrito previamente hasta la obtencion del pellet
celular.

l) Al pellet resultante, agregar 3 mL de medio fresco MEM al 10% SFB.

m) Resuspender cuidadosamente el pellet celular hasta homogeneizar la
solucion. Posteriormente, tomar una alicuota de células para realizar el
conteo celular. Estd técnica se considera de las mds simples para la
determinacion de la concenfracion celular en un volumen dado,
permitiéndonos estimar el niUmero de células por recuento directo, asi
como el % de viabilidad celular. Para llevar a cabo esto, la suspension
celular se analiza en el dispositivo y bajo el microscopio optico se

diferencian las células viables de las muertas presentes en la muestra.
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Esta diferencia se rige por la técnica de exclusion con la ayuda de
colorantes como el azul de tripano; donde las células viables se
caracterizan por excluir el colorante dado a que su membrana se
encuentra intacta, por lo tanto, no se tinen observandose brillantes y
sin coloraciéon. En cambio, las células muertas son muy especificas; ya
que permiten la enfrada del colorante debido a que su membrana se
encuentra danada tinéndose de color azul. La metodologia llevada a
cabo fue la siguiente: con la ayuda de la cdmara de Neubauer

como a continuacion se describe el procedimiento:

Colocar la cdmara de Neubauer sobre un papel absorbente y en una
superficie plana.

Lavar adecuadamente la cadmara y cubreobjetos con agua destilada
y alcohol al 70%.

En un tubo Eppendorf colocar la cantidad necesaria de azul de
tfripano y suspension celular de acuerdo a la dilucidn requerida,
(utilizamos una dilucion 1:4).

Mezclar correctamente la solucion anterior, evitando la generacion de
burbujas.

Colocar con punta y micropipeta 10 yL de la solucidn en cada lado
del cubreobjetos de la cdmara de Neubauer, llendndose por

capilaridad.
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Posteriormente, colocar la cdmara de Neubauer en el microscopio
Optico (Micro Axiostar) y enfocar a 10x hasta observar los cuadrantes
requeridos para el conteo.

Contar las células viables y muertas de los cuadrantes extremos vy
central de la cdmara de Neubauer (10 campos).

Realizar el conteo celular por triplicado para determinar
No.de celulas totales/mL de acuerdo a las formulas 1,2 y 3 previamente
descritas.

n) Acabado el conteo, realizar los cdlculos adecuados poder colocar
a cada pozo previomente con cubreobjetos redondos de vidrio en su
interior una densidad de 20,000 células/pozo, para un volumen final de
500uL. La placa se deja a condiciones de 37°C y 5% CO, durante toda

la noche, para posteriormente realizar la inmunofluorescencia.

7.1.3.1 Inmunofluorescencia P-gp

Para el andlisis de localizacion y expresion de P-gp, se sembraron como

previamente se describio 2.0 x 104 células Hep3B/PTX en placas de cultivo de
24 pozos que contenian cubreobjetos redondos de vidrio, se dejaron a

condiciones de 37°C y 5% COa.

Luego, las células Hep3B/PTX se fijaron con paraformaldehido al 4% en

tampon PEM (PIPES 100 mM pH 6.9, EGTA 5 mM, MgCl2 2 mM) durante 15 min
seguido de paraformaldehido al 4% en NaHCO3 durante 45 min. Las células

se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% (Sigma Aldrich) en PBS 1X durante
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10 min y luego se incubaron con el antficuerpo primario de ratén anti-P-gp (1:
100, sc-55510 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.) Durante la noche
a 4°C. Se anadid el anficuerpo secundario (anfi-raton Alexa 647 1: 1000, A-
21235, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE.UU.) y
se incubo durante dos horas a 37°C. Las células se tineron con Hoechst 33258
(1:4000, H1398, Molecular Probes) durante una hora, se montaron y se
obtuvieron imdagenes mediante microscopia confocal. Los experimentos se

realizaron por friplicado en tres experimentos independientes.

8. RESULTADOS

8.1. Reactivacion de células Hep3B/PTX

Las lineas celulares desarrolladas como modelos de resistencia,
particularmente a fravés de la administracion de un determinado fadrmaco
guimioterapéutico que se usa comunmente en la prdctica clinica, se utilizan
para estudiar y comprender la MDR para desarrollar estrategias para
superarla. Por lo fanto, es necesario desarrollar lineas celulares
quimiorresistentes bien caracterizadas, preferiblemente que se originen a
partir de una linea celular parental sensible comun (Shi et al., 2007;,

Okamura et al., 2013).

En el presente frabajo se pretende validar el fenotipo de resistencia de
las células Hep3B/PTX resistentes a PTX previamente obtenidas por Sdnchez et
al., 2019, después de haber estado almacenadas por un periodo de 6 meses

a -80°C.
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Para verificar fenotipo de resistencia se procedid a determinar la Clso
de PTX la cual fue de 340 nM Figura 5. Este valor fue cercano a la Clsg
determinada por Sanchez et al., 2019 que fue de 352 nM, haciendo una
comparacion entre el valor obtenido de las células resistentes y el de las
células Hep3B parentales previamente reportado de 25nM, podemos indicar
que hay IR alrededor de 13.6 muy cercano al reportado por Sdnchez et al.,

2019 que fue de 14.08.

80- Células Hep3B/PTX
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Figura 5. Efecto de PTX sobre inhibicion de la proliferacién de las células
Hep3B/PTX de CHC

8.2. Andlisis de la localizacion y expresion de P-gp en células
Hep3B/PTX

Si bien como se ha mencionado el fenotipo de resistencia se asocia la
sobreexpresion de tfransportadores de tipo ABC y entre los que destaca la
proteina P-gp por lo que fue de nuestro interés analizar mediante la técnica

de inmunofluorescencia la expresion y localizacién de esta proteina P-gp
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tanto en las células Hep3B parentales y Hep3B/PTX resistentes a PTX y realizar

una comparacion entre los niveles de expresion de P-gp.

Como observamos en la Figura é muestra los resultados de la
inmunofluorescencia. En la columna 1 se observa el campo claro donde se
pueden visualizar las células presentes, columna 2 observamos Hoechst el
cual es un colorante que tine los ndcleos mostrdndose de color azul, en la
columna 3 observamos la fluorescencia asociada a P-gp observandose de
color verde y en la Ultima columna se observa el marge que es el empalme

de Hoechst y P-gp.

Observamos que en la primera fila correspondiente a las células Hep3B
parentales no se observa fluorescencia asociada a P-gp lo que indica que

en estas células la expresion de P-gp no estd presente.

Sin embargo, en la fila 2 correspondiente a las células Hep3B/PTX
observamos fluorescencia color verde asociada a P-gp lo cual es indicativo
que en esta linea celular la expresion de P-gp esta incrementada
comparada con las células parentales. También observamos que la
localizacion de P-gp se encuentra particularmente en membrana,

citoplasma y nucleo.
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Figura 6. Andlisis de la expresion y localizacion de P-gp en células resistentes
Hep3B/PTX y células Hep3B parentales de CHC

Hep3B cells

Hep3B/PTX
cells

El mecanismo de resistencia a los farmacos contra el cdncer mas
estudiado implica la reduccidon de la concentracion intracelular del farmaco
aumentando la salida del farmaco fuera de la célula, las proteinas
encargadas de realizar esta funcidon son los fransportadores ABC, entre los
que destaca P-gp la cual es codificada por el gen MDR1. Nuestros resultados
muestran que la linea celular Hep3B/PTX presenta una alta expresion de P-gp
comparada con las células Hep3B donde la expresion es nula, esto sugiere

que fenotipo de resistencia estd asociada a la sobreexpresion de P-gp.

Otros trabajos han documentado que la sobreexpresion de Pg-p es
caracteristica del fenotipo de resistencia, por ejemplo, ofros frabajos donde

se obtuvieron lineas celulares resistentes muestran que hay una
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sobreexpresion en P-gp compardndola con la expresion en linea celular

parental.

Solazzo M et al., analizo lineas celulares de CHC incluidas células
parentales P1 vy resistentes a farmacos (P1 0.5 y PSI-2) y células NIH/3T3
transfectadas con mdrl (PN1A), los experimentos indicaron sobrexpresion y
localizacion de Pgp citoplasmdtica y nuclear en las células P1 (0.5) y PNTA y
una asociacion de la expresion de P-gp al fenotipo de resistencia de MDR

(Solazzo et al., 2006).

Por su parte Weina Guo et al.,, deftecto la expresion de P-gp en la
membrana, citoplasma y los nucleos de las células A2780T de cdncer de
ovario resistentes, pero no en las células A2780 parentales. También en este
trabajo se observd co-localizacion de P-gp en mitocondrias en la linea
celular A2780T vy tejidos de cdncer de ovario, pero no en las células A2780

parentales (Guo ef al., 2019).

9. Discusion de resultados

Los estudios sobre los mecanismos de citotoxicidad y resistencia a la
quimioterapia en oncologia experimental se basan en el desarrollo y andlisis
de lineas celulares de cdncer resistentes (McDermott et al., 2014). En este
contexto, se ha utilizado el establecimiento de lineas celulares tfumorales
resistentes para obtener informacidén sobre los posibles mecanismos que

favorecen la evolucion de la malignidad, ya que proporcionan modelos
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bioldgicos Ufiles para el estudio de fumores que presentan fenofipos de

resistencia multiple a farmacos (MDR) (Zhao et al., 2016).

La MDR se considera un fendmeno multifactorial y se produce
principalmente como resultado de la hiperexpresion de los transportadores
de la superfamilia de proteinas del casete de unidn de ATP (transportadores
ABC) (Arrigoni et al., 2016), una gran familia de proteinas que utiliza la
energia de la hidrdlisis del ATP para expulsar activamente el farmaco fuera

de las celulas (Choi et al., 2005).

El fenotipo MDR se caracteriza por la sobreexpresion de la P-gp en las
membranas plasmaticas de las células que extruye varios fdrmacos fuera de
las células. Las células que expresan el fenotipo MDR son resistentes a la
apoptosis relacionada con las mitocondrias y a varios farmacos contra el
cdncer. La sobreexpresion de P-gp es la proteina frecuentemente mds
asociada al MDR. Por lo tanto, muchos estudios actuales se concentran en
tratar de suprimir la MDR para lograr una terapia mas eficaz confra el cancer

(Solazzo et al., 2006).

Uno de los primeros estudios sobre el establecimiento de una linea
celular MDR fue realizado en 1983 por Tsuruo y colaboradores. La inducciéon
in vitfro de la resistencia de la linea celular K562, una linea celular de
erifroleucemia humana, se realizé mediante exposicion a dosis crecientes de
vincristina de 3 nM a 60 nM, que es la concentracion utilizada en la practica

clinica para el fratamiento de leucemias. Este estudio permitié evaluar in vitro
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los mecanismos implicados en la MDR vy realzo la importancia de estos

modelos de evaluacion (Tsuruo et al., 1983).

El tumor sdlido mads frecuente para el establecimiento de lineas
quimiorresistentes es el pulmonar, y aunque hay una heterogeneidad
significatfiva entre las cepas derivadas del tejido pulmonar, la linea celular
parental SBC-3 es la mds utilizada en comparacion con ofras. Por lo tanto, se
sugiere que la linea celular SBC-3 es un buen modelo para la induccion de

resistencia in vitro Koizumi et al.,2005.

También se ha demostrado que la leucemia es un fipo de tumor muy
frecuente que se utiliza para el establecimiento de lineas celulares resistentes
a fadrmacos, esto debido a que han demostrado que la resistencia a la
quimioterapia en la mayoria de pacientes con leucemia sigue siendo un
factor importante en el fracaso del tratamiento antineopldsico, lo que resulta
en una supervivencia a corto plazo de los (Zhanget al., 2019). Entre las
diferentes lineas celulares parentales utilizadas para desarrollar resistencia,
estd la K-562 (Seo et al., 2007; Rumjanek et al., 2001; Silva et al., 2007; Wen et

al., 2019).

Aunque los tumores pulmonares y las leucemias son los modelos mdas
utilizados para el desarrollo de lineas celulares resistentes a farmacos, la
generacion de lineas celulares resistentes de otros tfipos tumorales como
CHC, cdancer de ovario, prostata entre otros también muestra la importancia
de estudiar los mecanismos de resistencia a la quimioterapia mediante |a
induccidn de resistencia a través del uso de fdrmacos quimioterapéuticos en
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células parentales, ya que esta metodologia ha demostrado ser la mads
adecuada para el estudio de células que adqguieren mecanismos de

resistencia (Kim ef al., 2019; Intuyod et al., 2019).

El uso de PTX para la generacion de células resistentes ha sido
documentado Zuo KQ et al., el cual establecid una linea celular de cdncer
de mama resistente a multiples farmacos, MCF-7/PTX, a partir de la linea
celular parental sensible a farmacos MCF-7. Las propiedades bioldgicas de
MCEF-7/PTX, incluido su IR a farmacos y el perfil de proteinas de union a PTX, se
analizaron y compararon con la linea celular parental encontrando
diferencias significativas en el incremento de la Clsg de las células resistentes
el cual estd asociado cambios en la expresion de proteinas implicadas en el

fenotipo de resistencia (Zuo et al., 2010).

La validacion de células Hep3B/PTX como se describe en este
protocolo es importante porque se puede utilizar como una herramienta
funcional para idenfificar nuevos elementos moleculares y relevantes
mecanismos celulares de quimiorresistencia y evaluar moléculas que puedan

revertir el fenotipo MDR.

El desarrollo de lineas celulares quimiorresistentes de varios tipos
tumorales ofros tipos No solo comprender los mecanismos de resistencia, sino
también identificar herramientas para superar la MDR; su desarrollo también
tiene como objetivo ayudar en la seleccion de nuevos fGrmacos que sean
capaces de superar los mecanismos de resistencia a los quimioterapéuticos y
sean eficaces para revertir la resistencia en pacientes que estdn refractario a
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las terapias disponibles (Takeda et al., 1991; Luan ef al., 1993; Seo et al., 2007;

Rumjanek et al., 2001 and Kiura ef al., 1993).

Leary et al., han demostrado que varios inhibidores moleculares,
incluidos los inhibidores de P-gp, utilizados en combinacién con sustancias
citotoxicas, pudieron prevenir el desarrollo de MDR en diferentes sistemas

modelo in vitro e in vivo (Leary M et al., 2018).

Por lo que la comprension de estos mecanismos de resistencia es
importante para disenar estrategias para superar este problema. Para ello,
los modelos de lineas celulares resistentes a farmacos nos proporcionan
valiosas herramientas in vitro para dilucidar los mecanismos que subyacen a
la resistencia clinica a los fdrmacos anticancerosos y para identificar

biomarcadores clinicamente significativos (Coley et al., 2004).

Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas estrategias de tfratamiento
que se dirjan a los mecanismos que conducen a la resistencia, que en

consecuencia serdn mds efectivos (Singh et al., 2019).

CONCLUSIONES

Conclusiones particulares

e Las células Hep3B/PTX después de estar aimacenadas a -80°C por un

periodo de 6 meses mostraron un IR similar al obtenido inicialmente.
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e Las células Hep3B/PTX mostraron alta expresidon de P-gp, mientras que

en las celulas parentales esta expresion estuvo ausente.

e El fenotipo de resistencia a farmacos estd asociado a la sobreexpresion

de P-gp en el modelo de células HEP3B/PTX resistentes.

Conclusién general
La sobreexpresion de P-gp en las células HEP3B/PTX valido el fenoftipo
de MDR de la linea celular de CHC. Lo que sugiere que puede ser utilizado

como un modelo para la busqueda de moléculas que puedan revertir MDR.

PERSPECTIVAS
e Andadlizar el efecto de compuestos de interés sobre la inhibicidn

de la expresion de P-gp en las células Hep3B/PTX

e Anadlizar el efecto de compuestos de interés sobre la inhibicion

de la funcién de P-gp en las células Hep3B/PTX

e Analizar el efecto de compuestos de interés en sinergia con PTX
en la busqueda de compuestos que puedan revertir el MDR en

células Hep3B/PTX

e Analizar mecanismos de MDR en células Hep3B/PTX
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