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RESUMEN
Introduccion: En la actualidad el cancer es una problematica de suma importancia,

debido a lo complejo de establecer un tratamiento efectivo. En el afio 2020, acorde
al reporte de Globocan, se registraron 19,292,789 casos nuevos y 9,958,133
defunciones a causa de esta enfermedad. El cancer es considerado en la actualidad
como una enfermedad heterogénea, sumamente variable debido al cambio
constante de sus componentes moleculares. Es importante dilucidar los principios
sobre los cuales se desarrolla la progresion tumoral/carcinogénesis, caracterizada
por un incremento en la proliferacion, induccion de angiogénesis, asi como la
generacion de la invasion y metastasis. Objetivo: El presente trabajo tiene la
finalidad de Evaluar la actividad de dos triazaspiranos como inhibidores de los
procesos de migracion e invasion en células epiteliales tumorales prostaticas PC3,
a través de una posible regulacion negativa de la via de transducciéon de senales
FAK/Src, y una disminucion en la secrecion de metaloproteinasa 9 (MMP-9).
Metodologia: Se realizdé un analisis de docking molecular por medio del programa
Moe 2008.10. Usando a los triazaspiranos 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona
(TRI-SR) y 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona (TRI-BE) contra las
proteinas FAK 'y Src. Se llevaron a cabo ensayos de migracion (ensayo de cierre de
herida o “scratch”) e invasion (ensayo en camara de Boyden) en células epiteliales
tumorales prostaticas PC3 estimuladas con los triazaspiranos. Ademas, se emple6
la técnica de Western Blot para la cuantificacion de la expresion proteica en las
proteinas p-Fak, p-Src, E-Cadherina y N-Cadherina ademas de la técnica de
zimografia para observar la secrecion de la MMP-9. Resultados: EI docking
molecular mostro interacciones en regiones de interés de las proteinas FAK y Src,
en los ensayos de actividad bioldgica se demostré un efecto inhibitorio en la
migracion e invasion celular, ademas de una importante supresion de la secrecidn
de metaloproteinasas, por otra parte, se vio una disminucion en la expresion de las
proteinas p-FAK'y p-Src en las células PC3 tratadas con los compuestos evaluados.
Conclusiones: Las moléculas de tipo triazaspirano tienen efectos inhibitorios
importantes sobre los mecanismos asociados a la metastasis en células tumorales

prostaticas PC3.

15



ABSTRACT

Introduction: Currently, cancer is a problem of great importance due to the
complexity of establishing an effective treatment. According to the 2020 Globocan
report, 19,292,789 new cases diagnosed and 9,958,133 deaths from this disease
were registered. Cancer is considered as a heterogeneous disease, highly variable
due to the constant changes of its molecular components. It is important to elucidate
the principles on which tumor progression/carcinogenesis develops, characterized
by an increase in proliferation, induction of angiogenesis, as well as invasion
generation and metastasis. Objective: The purpose of this work is to evaluate the
activity of two triazaspirans as inhibitors of migration and invasion processes in
tumor PC3 prostatic epithelial cells, through a possible negative regulation of the
FAK/Src signal transduction pathway, and a decrease in the secretion of
metalloproteinase 9 (MMP-9). Methodology: A molecular docking analysis was
performed using the Moe 2008.10 program. Using the triazaspiranes 1,3,8-
triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (TRI-SR) and 8-Benzyl-1,3,8-
triazaspiro[4.5]decane-2,4-dione (TRI-BE) against FAK and Src proteins. Migration
assays (wound closure assay or "scratch") and invasion (Boyden chamber assay)
were carried out in tumor PC3 prostatic epithelial cells stimulated with triazaspirans.
In addition, Western Blot technique was used to quantify protein expression in p-
Fak, p-Src, E-Cadherin and N-Cadherin proteins, besides the zymography technique
to observe the secretion of MMP-9. Results: The molecular docking showed
interactions in regions of interest of the FAK and Src proteins, in the biological activity
assays an inhibitory effect on cell migration and invasion was demonstrated, also an
important suppression of the secretion of metalloproteinases, on the other hand, a
decrease in the expression of p-FAK and p-Src proteins was seen in PC3 cells
treated with the evaluated compounds. Conclusions: Triazaspiran-type molecules
have important inhibitory effects on the mechanisms associated with metastasis in

tumor PC3 prostate cells.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el cancer es una problematica de suma importancia, debido a lo
complejo de establecer un tratamiento efectivo. En el afio 2020, acorde al reporte
de Globocan, se registraron 19,292,789 casos nuevos y 9,958,133 defunciones a
causa de esta enfermedad (1).

El cancer es considerado en la actualidad como una enfermedad heterogénea,
sumamente variable debido al cambio constante de sus componentes moleculares.
Es importante dilucidar los principios sobre los cuales se desarrolla la progresion
tumoral/carcinogénesis, caracterizada por un incremento en la proliferacion, evasion
sobre los supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, generacion de
células inmortalizadas, induccion de angiogénesis, asi como la generacion de la
invasion y metastasis. No obstante, segun Hanahan y Weinberg, se han agregado
dos nuevos conceptos a estos eventos precedentes en las células cancerosas, los
cuales son el desarrollo de un proceso inflamatorio y la inestabilidad genética y
mutaciones (2). Siendo una patologia a nivel celular, y concordando con lo
previamente mencionado, las células afectadas se encuentran alteradas debido a
mutaciones genéticas y cambio epigenéticos, lo que da como resultado una
importante inestabilidad genética (3). Las distintas modificaciones que se generan
en el acido desoxirribonucleico (ADN) a través del tiempo, se asocian con un estado
multifactorial, siendo determinantes en el desarrollo de aberraciones genéticas que
propician el desarrollo del cancer (4). Asi mismo, el fenomeno de inflamacién
cronica es un proceso que estd asociado intimamente con el desarrollo de esta
patologia, donde parte de un reclutamiento de leucocitos y produccion de citocinas
y quimiocinas propician un microambiente idéneo para la progresién tumoral; por
otro lado, deriva en la generacion de angiogénesis y formacion de la transicion
epitelio-mesénquima (TEM), otorgando la capacidad de migrar e invadir y posterior
a ello metastasis (5).

Ahora bien, uno de los canceres mas diagnosticados en el género masculino es el
cancer de proéstata (CaP), definido como aquella condicién donde hay desarrollo de

células cancerosas en la glandula prostatica (6).
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La complejidad de la evolucion del cancer ha llevado a implementar la clasificacion
de la enfermedad de acuerdo con patrones de estadificacion, esto con el fin de
evaluar su evolucién, examinando su grado de extensidon y propagacion, asi como
la efectividad de los tratamientos. El sistema Tumor, Nodulos linfaticos, Metastasis
(TNM) es el que se encuentra aceptado mundialmente para la clasificacion de la
enfermedad, pudiendo variar segun el tipo de cancer (7). Dicho sistema es
considerado estandar de oro y punto de referencia para el pronéstico. La octava
edicion del sistema del American Joint Committee on Cancer (8th AJCC) incorpora
variables clinicas y patologicas que ayudan a diagnosticar con mayor precision el
cancer de préstata (8). Otro de los métodos empleados, que sumado al diagndstico
de TNM ayuda para la terminacién patoldgica del CaP, es mediante la escala de
Gleason, la cual es determinante para la evaluacion del tejido prostatico, arrojando
un pronostico importante sobre el estado del paciente evaluado, permitiendo inferir
la necesidad de tratamientos acorde con el grado de desarrollo de la carcinogénesis
(9). Por lo tanto, es importante la deteccién temprana del CaP debido a que implica
una disminucion de casos de metastasis y por ello también una disminucién en la
mortalidad, dando el tiempo para que la enfermedad en dichas etapas pueda ser
tratada con mejores herramientas (10).

La metastasis es un término empleado para describir la capacidad que las células
cancerosas poseen de migrar e invadir tejidos cercanos hasta alcanzar su
diseminacion en 6rganos distantes. Se ha determinado como la mayor causa de
muerte en cancer estimando que alrededor del 90% de la mortalidad es derivada de
dicho fendbmeno (11). Algunas de las formas de tratar el CaP son la vigilancia local,
radioterapia local o la prostatectomia radical, la decision del tratamiento en cuestidn
se basa en el estado clinico y los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA).
Cuando la enfermedad se encuentra en etapas avanzadas donde ya ha invadido
otros tejidos, la terapia de privacion de andréogenos por medio de castracion
quirdrgica o quimica se convierte en una opcion, no obstante, las recaidas podrian
ocurrir en un lapso de 18 a 36 meses, lo que evidencia resistencia al tratamiento
(12). Algunas de las complicaciones que se presentan durante el tratamiento del

cancer de prostata son el desarrollo de disfuncién urinaria, sexual o intestinal,
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trayendo consigo una pobre mejora en la calidad de vida del paciente (13). Por lo
ya mencionado, es necesario buscar alternativas farmacoldgicas que provean una
mejora en los pacientes con CaP. En este sentido, algunos estudios denotan la
incursidn de nuevas estrategias para la mejora en la calidad de vida del paciente
con CaP. Uno de estos enfoques es el de Sulaiman et al.(14), quienes demostraron
la actividad de la molécula de 2-(1-(4-(2-cianofenil)1-bencil-1H-indol-3-il)-5-(4-
metoxi-fenil)-1-oxa-3-azaspiro (5,5) undecano (CIMO) en células de cancer de
mama, donde encontraron una supresion de la formacioén de colonias y viabilidad
celular de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, y donde dicha molécula actua
inhibiendo la sobre activacion de la via STAT3, la cual esta fuertemente relacionada
con la progresion de distintos tipos de tumores. Reforzando lo anteriormente citado,
también se ha reportado la asociacion de STAT3 con el crecimiento de células
cancerosas, particularmente carcinoma hepatocelular, linfoma y mieloma multiple.
El'  N'N-dietil-8,8-dipropil-2-azaspiro[4,5]decano-2-propanamina (atiprimod) fue
probado en células de cancer de mama MDA-MB-231 y MDA-MB-468, donde el
tiempo de exposicion al farmaco mostrd inhibicion de la viabilidad celular y la
formacion de colonias en células de cancer de mama (15).

El presente trabajo, tiene como objetivo, evaluar a las moléculas de tipo
triazaspirano 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona (TRI-SR) y 8-Bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona (TRI-BE), con un posible efecto anti-metastasico

en células de cancer de prostata.
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1.1 Antecedentes

Las moléculas de tipo azaspirano, son compuestos que han sido asociados con
diversos efectos benéficos, tal es el caso de su actividad inmunorreguladora, donde
se ha reportado este efecto en modelos in vivo a través del control de la respuesta
inflamatoria, observandose beneficios importantes en modelos murinos con artritis
reumatoide, dejando establecido que propicia una accion antiinflamatoria y una

mejora en la preservacion de la integridad 6sea (16,17).

Actualmente existe poca documentacion sobre la capacidad anti-cancerigena de
dichas moléculas, no obstante, hay algunas investigaciones que dejan un
precedente interesante para continuar con la investigacion de estos tipos de

compuestos.

El N’N-dietil-8,8-dipropil-2-azaspiro[4,5]decano-2-propanamina (Atiprimod)
presenta propiedades anti-proliferativas y anti-angiogénica en células de mieloma
mediante la activacion de proteinas pro-apoptoticas como la caspasa-3 y -8, la
inhibicion de la fosforilacion de Akt y STATS3, y una disminucion en la produccion del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) e interleucina 6 (IL-6) (18,19);
aunado a una disminucion en los niveles de expresion proteica de JAK2 y fosfo-
JAK2, regulando negativamente la via JAK-STAT (20,21).

La via JAK-STAT regula diversos procesos asociados a la progresion tumoral como
proliferacion, crecimiento, diferenciacién, apoptosis, inflamacién y transformacién
oncogeénica, por lo que la desregulacion de esta via inhibe a diferentes niveles la
progresion y desarrollo de célula tumorales. Adicionalmente, entre las moléculas
blanco rio abajo de la via JAK-STAT se encuentran las de la via PI3K-Akt, la cual

se esta implicada en la sobrevivencia y proliferacion de diversos tipos celulares.
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Asimismo, se ha demostrado el efecto anti-proliferativo de un derivado del tipo 1-
oxa-3-azaspiro[5.5]undecano a través de la modulaciéon de la via JAK2/STAT3 en
células de carcinoma hepatocelular y células de cancer de mama tanto positivas

como negativas a receptores estrogénicos (14,22).

Por otro lado, se ha trabajado en la sintesis y evaluacion de una serie de
compuestos del tipo 1,4-dioxa-8-azaspiro [4.5] decano, encontrando que presentan
efectos como potenciales trazadores para células tumorales, ya que se demostro
una alta acumulacidén de estos compuestos en carcinoma y melanoma de origen
humano, lo que evidencia que este tipo de compuestos penetran con facilidad en la

célula tumoral, aunque no se evaluo sus propiedades antiproliferativas (23).

En el Laboratorio de Enfermedades Metabdlicas y Cancer de la Facultad de
Medicina Mexicali, se han realizado experimentos (no publicados) para evaluar el
efecto de concentraciones crecientes del 8-bencil-1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decano
sobre la migracién de células de la linea cancerosa mamaria MDA-MB-231
mediante el ensayo de cierre de herida (scratch wound assay). Los resultados
demuestran que este compuesto induce una disminucion en la capacidad migratoria
de las células MDA-MB-231 dependiente de la concentracion, observandose un
maximo de inhibicion de la migraciéon a una concentracion 5 mM del compuesto

antes mencionado (Figura 1).

Por otro lado, y en relacion con compuestos de tipo triazaspiranos, Ma et al. (24)
evaluaron la actividad anti-proliferativa de compuestos del tipo 6,8,10-
triazaspiro[4.5]deca-6,8-dienos y 1,3,5-triazaspiro[5.5]undeca-1,3-dienos contra
células cancerosas de pulmon A549. Particularmente se reporté una ICso de 27.1
nM para el compuesto 7,9-diamino-10-(3’-(4”’-chloro-phenoxy)-propyloxy)-6,8,10-
triaza-spiro[4.5]deca-6,8-dieno. Por su parte Fleita et al. (25), disefaron, sintetizaron
y evaluaron la actividad biologica de una serie de derivados de tipo
triazaspiro[4.5]dec-8-eno. Entre los compuestos estudiados, se encontrd que el 9-

amino-2-(4-methoxybenzylidene)-3,7-dioxo-4-phenyl-1-thia-4,6,8-
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triazaspiro[4.5]dec-8-ene-10-carbonitrilo, asi como el 9-amino-2-(4-
methylbenzylidene)-3-oxo-4-phenyl-7-thioxo-1-thia-4,6,8-triazaspiro[4.5]dec-8-ene-
10-carbonitrilo, mostraron la actividad anti-proliferativa mas ponte contra células de
adenocarcinoma de mama (MCF-7), con un ICso de 10.8 pM.

Por lo anterior, es importante realizar futuras investigaciones sobre la potencial
actividad anti-cancerosa de compuestos de tipo triazaspiranos, a través de estudios
de tipo dosis/respuesta y actividad biolégica en distintos modelos de investigacion

en cancer.

Ensayo de migracion celular: Cierre de herida
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Figura 1. La molécula 8-bencil-1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decano inhibe la migracion de células
tumorales mamarias invasivas MDA-MB-231. Panel A. Células MDA-MB-231 fueron cultivadas en
cajas de 35 mm y pre-tratadas con 12 yM de mitomicina C por 2 horas. Posteriormente, se realiz6
una rayadura con puntas de plastico para pipeta de 200 pL y los cultivos fueron estimulados durante
24 horas con o sin el compuesto 8-bencil-1,4-dioxa-8-azaspiro[4.5]decano a diferentes
concentraciones. Las fotografias fueron tomadas 24 horas después del estimulo con este
compuesto. Panel B. Las graficas representan la media +D.E. de al menos tres experimentos
independientes y son expresados como las veces de migracion con respecto al control (células MDA-
MB-231 en ausencia de suero fetal bovino, SFB). Los asteriscos denotan significancia estadistica.
*P<0.05, ***P<0.001 mediante ANOVA de una via.
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1.2 Planteamiento del problema

El cancer es una de las enfermedades con mayor morbi-mortalidad en el mundo.
De acuerdo con Globocan, en el afio 2020 se registraron 19,292,789 casos nuevos
y 9,958,133 defunciones a causa de la enfermedad en el mundo. El cancer
prostatico ocup6 el cuarto lugar de nuevos casos en el afo 2020, con un 7.3%
(1,414,259 de casos reportados). En cuanto a las muertes de hombres por cancer,
el cancer prostatico se ubicd en la quinta posicion con un 6.8% (375,304
defunciones). Acorde con los datos obtenidos en 2020, en México, el cancer de
préstata es el segundo con mas incidencia 13.7% (26,742 casos), solo por debajo
del cancer de mama; y en varones mexicanos, es el numero uno con el 29.9%
(26,742 casos). En los proximos 5 afos se estima que el cancer de prostata ocupara
el segundo lugar en prevalencia en la poblacion mexicana (90,670) (1). En
Sudamérica y América Central se tiene una proyeccion para el afio de 2030 de
249,000 casos y 86,000 defunciones, derivado del envejecimiento de la poblacion y

los distintos factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad (26).

Una de las principales problematicas que esta relacionada con los tratamientos del
paciente con cancer de prostata avanzado es la resistencia terapéutica a la
deprivacion de andrégenos y quimioterapia, esta se realiza a través de la castracion
quirurgica. Sin embargo, a pesar de llevarlo a cabo, la enfermedad invariablemente
progresara a cancer de prostata resistente a la castracion (CRPC).
Aproximadamente el 90% de los pacientes con CRPC desarrollan metastasis 6seas
(mCRPC), lo que puede explicar una morbilidad y mortalidad significativas
asociadas con la enfermedad (27,28). Se conoce que el microambiente tumoral esta
asociado con el desarrollo de algunas vias de sefalizacibn que promueven
caracteristicas propias de la célula tumoral maligna, tal es el caso de la
supervivencia celular o la invasiéon, todo esto en relacion con la resistencia que
presentan a la anoikis, este mecanismo es conocido como una resistencia a la
apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular o

porque las interacciones célula-matriz son inapropiadas.
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Ante esta situacion es indispensable dilucidar y entender no solo las vias de
sefalizacion derivadas del receptor de andrégenos, si no el resto de los
mecanismos asociados al desarrollo del fendmeno de la resistencia, por lo que
estudiar nuevos blancos terapéuticos aportaria una gran ayuda en el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas. Por todo esto, la generacion de nuevos
compuestos con propiedades antitumorales (con leves o nulo efecto adverso) es de
suma importancia, su implementacion traeria consigo una mejora en la calidad de

vida de los pacientes.

Basandonos en lo previamente reportado sobre las moléculas de tipo azaspirano,
los cuales comparten una estructura de tipo azaspiro [4.5] y [5.5] y sus efectos sobre
las células cancerigenas, se propone evaluar dos compuestos de tipo triazaspiranos
[4.5], con potencial actividad antitumoral, con la ventaja de que éstos son de facil
obtencién y con buen rendimiento, ademas del bajo costo que representa su
sintesis. Actualmente no hay reportes en la literatura en relacién con el estudio del
posible efecto inhibitorio de moléculas del tipo triazaspirano sobre la migracion e

invasion de células tumorales prostaticas.
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1.3 Justificacion

Es importante generar mayor conocimiento sobre diversos compuestos y su
potencial utilidad como tratamientos contra el cancer, particularmente tomamos la
iniciativa para probar una serie de compuestos de la familia de los triazaspiranos en
un modelo de cancer prostatico in vitro, de lo cual no existen reportes previos sobre
su efecto inhibitorio de los mecanismos de progresion tumoral, siendo la migracion
e invasion los principales factores de interés, identificando el mecanismo de
sefalizacion celular para la determinacion de un posible efecto anti-tumoral

presente en las células tumorales prostaticas.

Por otra parte, el desarrollo de esta investigacion permitira un crecimiento en el area
de investigacion asociada al estudio del cancer, siendo pilar para la generacion de
nuevos proyectos en el area de la investigacidon biomédica de frontera con un
modelo multidisciplinario en la region del Noroeste de México, propiciando la
formacion de profesionistas altamente capacitados y con conocimiento de impacto
en la fisiopatologia molecular del cancer y la busqueda de nuevos blancos

terapéuticos y moléculas antitumorales.
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1.4 Hipdtesis

Al menos uno de los triazaspiranos que se propone evaluar disminuira
significativamente la capacidad migratoria e invasiva de las células cancerosas
prostaticas PC3, a través de la inhibicion de las vias de transduccion de sefales

FAK/Src, y de una disminucion en la secrecion de MMP-9.

1.5 Objetivos de investigaciéon

1.5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad de dos triazaspiranos como inhibidores de los procesos de
migracion e invasidn en células epiteliales tumorales prostaticas PC3, a través de
una posible regulacion negativa de la via de transduccion de senales FAK/Src, y

una disminucioén en la secreciéon de MMP-9.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Estandarizar los cultivos de células tumorales prostaticas PC3.

2. Realizar docking molecular contra ligandos de interés asociados a la via de
senalizacion FAK/src, de los triazaspiranos 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona (TRI-SR) y 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona (TRI-BE).

3. Determinar la viabilidad celular de los cultivos de las células PC3 tratados

mediante el ensayo de MTT.

4. Evaluar la capacidad de inhibicion de los dos triazaspiranos TRI-SR y TRI-

BE sobre el mecanismo de migracion de células tumorales prostaticas.

5. Valorar el efecto inhibitorio de los dos triazaspiranos sobre el mecanismo de

invasion celular en las células tumorales prostaticas.
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6. Evaluar si el tratamiento de las células tumorales de prostata con los dos

triazaspiranos promueve una disminucién en la secrecion de MMP-9.

7. Determinar si la estimulacion con los dos triazaspiranos seleccionados regula
la fosforilacién de FAK (tirosinas 397/577) y Src (tirosina 418), asi como la
formacion de contactos focales y fibras de estrés en células cancerosas

prostaticas.
8. Analizar si el uso de las moléculas de tipo triazaspiranos regulan la expresion

de la E-cadherina y N-cadherina para asociar asi el fenomeno de “switch de

cadherinas” en células cancerosas prostaticas.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Cancer

2.1.1 Definicién y caracteristicas

La palabra cancer es utilizada para denominar un grupo de enfermedades que
puede afectar a casi cualquier tejido corporal, caracterizada por una reproduccion
celular anormalmente veloz y descontrolada, que se disemina fuera de sus limites

normales y llega a invadir tejido adyacente o incluso a otras partes del cuerpo (29).

Definida como una enfermedad genética, causada por un malfuncionamiento de los
genes que controlan la formacion y multiplicacion celular. Estos errores genéticos
pueden ocurrir cuando se multiplican, dafos del material genético por cuestiones

ambientales y sustancias quimicas, asi como herencia de padres a hijos (30).

Existen en la actualidad 8 caracteristicas que nos permiten definir el accionar
asociado al cancer, incremento en la senalizacion proliferativa, la evasion de los
supresores del crecimiento, la presencia de la inmortalidad replicativa, la induccién
del angiogénesis, resistencia a la muerte celular, activacion de la invasion y
metastasis, asi mismo aparecen dos nuevos conceptos que se han integrado

reprogramacion del metabolismo celular y evasién del ataque inmunitario (31).
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2.1.2 Epidemiologia

El cancer es uno de los problemas de salud mas importantes en todo el mundo.
Segun los datos obtenidos por Globocan 2018 se estimaron un total de 18.1 millones
de diagnésticos nuevos de cancer y 9.6 millones de casos de mortalidad a nivel
mundial (32). En poblacion pediatrica se detectan 400,000 casos de cancer
anualmente, los cuales varian en tipo segun el pais de procedencia. En poblacién
adulta los tipos de cancer mas frecuentes en el mundo son cancer de mama,
pulmédn, colorrectal, prostatico, piel y gastrico, en orden de frecuencia diagnostica
respectivamente. Durante el afio 2020 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
declar6 un aproximado de casi 10 millones de muertes oncoldégicas a nivel

internacional (1).

2.1.3 Fisiopatologia de cancer

El organismo es un sistema biolégico complejo, con distintos compuestos que
interaccionan con células y estroma de soporte. El cancer es de la misma manera
una enfermedad compleja con interacciones a distintos niveles tanto celular, tisular
y organica (33). Podemos describir que el cancer tiene una pérdida de la
homedostasis, originado a consecuencia de un cumulo de mutaciones genéticas de
las senales de proliferacion y muerte celular, sumando su capacidad para evitar la

correccion mutagena, da lugar a células tumorales transformadas (34).

Las mutaciones crean cambios en la lectura del material genético, provocando
pérdida o ganancia de la funcion celular. En estudios relacionados con el cancer se
han dividido las mutaciones de biologia celular tumoral en dos categorias segun la
funcién que realizan: mutaciones conductoras y pasajeras; siendo las mutaciones
pasajeras aquellas que generan ventajas adaptativas, estas mutaciones no precisan
la aparicion de cancer; suceden aleatoriamente sobre células cancerigenas vy
normales, sin generar selectividad sobre el crecimiento, se les puede denominar
mutaciones pre neoplasicas. Por otra parte, se encuentran las mutaciones
conductoras las cuales son necesarias para la tumorogénesis, ya que suceden en

genes criticos que promueven ventajas selectivamente hacia la célula tumoral (35).
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Los cambios genéticos dan como resultado células cancerigenas que contienen alta
resistencia a la apoptosis ademas de la capacidad de invadir de forma local y
distante lo cual ha sido relacionado con alteraciones genéticas asociadas a la accion

de distintas vias de sefalizacion celular (36).

Por otro lado, la desregularizacion genética permite la nutricion de tumor por
angiogénesis causada por invasion de vasos sanguineos que puede llegar a invadir
otros tejidos generando diseminacion. Asi mismo un pobre microambiente tumoral
también es un factor importante a tener en consideracién, por tal situacion las
células cancerigenas expresan varios genes, se incrementa la biosintesis de
proteinas, permitiendo que el potencial de supervivencia y diseminacion

metastasica incremente (37).

2.2 Cancer de prostata

2.2.1 Definicién

Es una neoplasia hormono dependiente considerada como uno de los principales
problemas de salud anualmente a nivel mundial. Es originado cuando las células

del tejido prostatico se reproducen de manera descontrolada (38).

2.2.2 Anatomia

La prostata es una glandula de tejido fibromuscular perteneciente al aparato
reproductor masculino con forma de piramide invertida, localizado debajo de la
vejiga y delante del recto, rodeando el primer tramo de la uretra. Su tamafio suele
variar segun la edad, aunque suele relacionarse con el tamafio de una nuez en
poblacién joven sana; su funcion es la generacion de liquido que forma parte del
semen. La anatomia prostatica se divide en tres zonas: periférica, central y de
transicion, su irrigacion es realizada por las arterias vesical inferior, pudenda interna
y hemorroidal media (39). En la Figura 2 se observa la representacion histologica
del tejido prostatico, compuesta por conductos y acinos localizados en el estroma,

formado por distintos tipos de células como de musculo liso mayoritariamente y
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también con la presencia de fibroblastos, asi mismo el epitelio conformado por

células de tipo luminal, basal, intermedio y neuroendocrina (40).

Mas del 95% de los casos de cancer prostatico son de tipo adenocarcinoma y en
aproximacion del 5% restante, el 90% son carcinomas de células intersticiales,

dejando el resto en carcinomas neuroendocrinos (de células pequefias) o sarcoma
(41).
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Figura 2. Representacion histologica del tejido prostatico.

2.2.3 Factores de riesgo del cancer de préstata

Estos son los factores de riesgo asociados a cancer de prostata:
1. Edad avanzada
2. Raza afroamericana

3. Antecedentes familiares de cancer de prostata
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La presencia de cancer de prostata es considerada como poco frecuente en varones
de 40 afnos o menores, siendo un incremento considerable a partir de los 55 afos
de edad (42).

Se han documentado importantes diferencias en las cifras de incidencia y mortalidad
de cancer de prostata en funcién de los grupos raciales y étnicos, siendo la raza
negra la que presenta mayores tasas de incidencia (3 veces mayor) y mortalidad

(2.4 veces mayor) esto reportado en Estados Unidos (43).

Se ha descrito que en hombres afroamericanos hay 200 casos por cada 100,000
hombres esto en comparacion de hombres blancos donde se presentan 120 casos
por cada 100,000 hombres, no obstante, en el rubro de la mortalidad las diferencias
son considerablemente importantes entre poblaciones, ya que en la poblacion
afroamericana se reportan 44 muertes por cada 100,000 hombres mientras que en
poblacién blanca son 19 muertes y en poblacion asiatica e islefios del pacifico 9

defunciones esto por cada 100,000 varones respectivamente (44).

En el ambito heredofamiliar, se ha encontrado que hombres con la enfermedad y
tuvieron un padre o hermano que murid6 a causa de cancer de prostata, tienen
incrementado al doble el riesgo de morir por la enfermedad en comparaciéon de

aquellos que no tienen antecedentes familiares (42).

Se espera que para el afio 2040 los casos de cancer de préstata se eleven a un
total de 2,3 millones de casos nuevos y 740,000 defunciones, esto por la exposicion
a factores de riesgo y envejecimiento de la poblacion. Situaciones como las
condiciones genéticas de los individuos (afrodescendientes mayor riesgo, poblacion
asiatica menor riesgo) y la disponibilidad de atencién médica (deteccién oportuna
por disposicion de pruebas diagnostico) reflejan el flujo de casos y muertes por
region (45).
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2.2.4 Estadificacion del cancer de préstata

El cancer de préstata localizado es considerado como asintomatico, convirtiéndose
en una problematica ya que cuando se presentan sintomas la enfermedad es
demasiado avanzada, siendo uno de los sintomas mas comunes la paralisis,
derivada de una metastasis en la médula espinal. Por ello es necesario tener
adecuadas estrategias para identificar a la enfermedad en una etapa considerada

como curable (46).

La estadificacion clinica es muy importante para evaluar el riesgo de la enfermedad
de un paciente individual y, por lo tanto, también para las recomendaciones de
tratamiento (47).
Los beneficios que nos aporta la estadificacion estan en funcion de los siguientes
puntos:

e Categorizacion de la enfermedad

e Estimacion del prondstico

e Recomendacion sobre el tratamiento mas efectivo

e Manejo de la informacion sobre los pacientes en la atencion médica y de

investigacion
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2.2.4.1 Clasificacion TNM
La TNM se utiliza en combinacion con el grado del tumory el PSA, considerada esta
estrategia como bien aceptada para la toma de decisiones frente al tratamiento en
el paciente con cancer de préstata (48).
La clasificacion TNM para el cancer de prostata tiene las siguientes categorias: T=
tumor, N =Nodos linfaticos y M= Metastasis.
Tumor
e TX: El tumor primario no se puede evaluar.
e TO: Sin evidencia de tumor primario.
e T1: Tumor clinicamente inaparente, no palpable y no visible por imagen.
e T1a: Tumor (no palpable) como hallazgo histologico incidental en la reseccién
transuretral de prostata en el 5% del tejido resecado.
e T1b: Tumor (no palpable) como hallazgo histologico incidental en la reseccion
transuretral de préstata en > 5% del tejido resecado.
e T1c: Tumor (no palpable) identificado por biopsia con aguja (para PSA sérico
elevado): incluye tumor no palpable bilateral en biopsia con aguja.
e T2: Tumor confinado dentro de la préstata (incluido el vértice prostatico, la
capsula de la préstata) que es palpable o visible en imagenes o (con el prefijo
p) demostrado en una muestra de prostatectomia radical.
e T2a: Tumor que afecta la mitad de un l6bulo 0 menos.
e T2b: Tumor que afecta a mas de la mitad de un I6bulo, pero no a ambos
I6bulos.
e T2c: Tumor que afecta a ambos lobulos.
e T3: El tumor se extiende a través de la capsula prostatica.
e T3a: Extensidn extracapsular (ECE).
e T3b: Invasién de vesicula(s) seminal(es).
e T4: Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes: cuello vesical, esfinter
externo, recto, musculos elevadores y pared pélvica; ganglios linfaticos
regionales, ganglios linfaticos pélvicos se definen como aquellos debajo de

la bifurcacion de las arterias iliacas comunes (47).
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Nodos linfaticos
¢ NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.
¢ NO: Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales.
e N1: Metastasis de ganglios linfaticos regionales dentro de la pelvis verdadera,

debajo de la bifurcacion de la arteria iliaca comun, ya sea unilateral o bilateral
(47).

Metastasis
e MX: Las metastasis a distancia no se pueden evaluar.
e MO: Sin metastasis a distancia.
¢ M1a: Metastasis en ganglios linfaticos no regionales.
e Mi1b: Metastasis en hueso(s).

e Mic: Otro(s) sitio(s) de metastasis (47).

2.2.4.2 Sistema de puntuacion de Gleason

El sistema de Gleason es una de las clasificaciones de puntuacion mas conocidas
y aplicadas en la actualidad para identificar el estado del cancer de prostata, dicho
sistema de puntuacién consiste en la evaluacién de las caracteristicas que
presentan las células prostaticas, tomadas por medio de biopsia, donde se genera
la comparacién de la muestra con tejido sano para establecer diferencias y con ello
el grado de dafo presente en la muestra. Se identifica al grado 1 como aquellas
células que se ven casiiguales a las células prostaticas normales, y el grado 5 como
aquellas células que se identifican de una forma muy distinta a las células
prostaticas normales. Se toman los dos grados mas comunes de diferentes
secciones para establecer el diagndstico, los numeros mas altos en la sumatoria se
asocian a una etapa de mayor avance en la enfermedad (49).

Como previamente se ha descrito, hay distintas formas de estratificar el riesgo del
cancer de prostata, lo cual permite tomar decisiones para la eleccion del tratamiento

mas adecuado para el paciente.

35



En la actualidad el esquema mas utilizado es el compuesto por diversos elementos,
tanto el estadio clinico (TNM), PSA y la puntuacion de Gleason siendo variables
consideradas en el diagnostico.

Los pacientes se identifican con bajo riesgo (estadio clinico T1-2a, PSA <10 ng/mL
y puntaje de Gleason <6), riesgo intermedio (estadio T2b, PSA <20 ng/mL o puntaje
de Gleason 7) y riesgo alto (estadio >T2c 0 PSA 420 ng/mL o puntuacion de Gleason
>8) (50).

2.2.5 Tratamiento

Existen diversos factores de vital importancia para la eleccién del tratamiento de
cancer de prostata, estos estan influenciados por la edad, condicion de salud,
efectos secundarios, nivel de antigeno prostatico (PSA) y puntaje de Gleason entre
otros. Se considera a la cirugia, radioterapia y terapia con rayos de protones como
los tratamientos actuales para cancer de prostata, donde en conjunto con la
quimioterapia, terapia hormonal y criocirugia han permitido formular estrategias de

tratamiento para la busqueda de resultados favorables (51).

2.2.5.1 Cirugia

Considerada con uno de los elementos que forman parte de la estrategia de
tratamiento en el cancer de prostata, esta se requiere de manera importante cuando
el carcinoma de préstata se ha diagnosticado de alto riesgo. La prostatectomia
radical y la linfadenectomia pélvica son las intervenciones con mayor grado de

aplicacion en el cancer de préstata (51).

2.2.5.2 Prostatectomia radical

Se define como la extirpacion quirurgica de la glandula prostatica, vesiculas
seminales y tejido circundante (el adecuado para llegar a un valor quirurgico
negativo). Su objetivo consta de la extirpacion completa del tejido canceroso (52).

De acuerdo a la Asociacidn Europea de Urologia, el paciente con mayor

probabilidad de beneficiarse con la intervencion quirdrgica es aquel que tiene estos
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puntos: puntuacion de Gleason de biopsia < 8, el nivel sérico de PSA < 20 ng/mly

el tumor < cT3a (51).

2.2.5.3 Radioterapia

Considerada como una de las estrategias terapéuticas de mayor uso en los
canceres de prostata localizados de alto riesgo, se considera la radioterapia de haz
externo y la braquiterapia como tratamientos ampliamente utilizados, consideradas

por su desarrollo tecnologico en los ultimos afos (51).

2.2.5.4 Terapia hormonal

Los andrégenos producidos en testiculos, glandulas suprarrenales y prostata, son
determinantes para el desarrollo y funcionamiento de la prostata, pero a su vez tiene
injerencia directa sobre el desarrollo del cancer prostatico. Por lo antes mencionado,
se ha creado una terapia de privacion de androgrenos (TDA) usada para la
prevencion en la progresion del cancer de prostata. Sin embargo, el efecto del
tratamiento tiene una mediana de 18 meses, con el desarrollo asociado de cancer
de préstata resistente a castracion. La castracion trae consigo una serie de
problemas secundarios como lo es la pérdida de libido, disminucion de la masa 6sea
y muscular, riesgo de sindrome metabdlico, ademas de enfermedad cardiovascular

y muerte (52).

2.3 Cancer y genética
El cancer se ha descrito como una enfermedad genética, la inestabilidad en

nuestros genes es un factor determinante en la tumorigénesis, tanto dafnos al DNA
como deficiencias en la maquinaria de reparacion son determinantes en esta

problematica (53).

Protooncogenes y los genes supresores de tumores se ven alterados, adquiriendo
mutaciones que les incapacita para poder realizar sus funciones de manera normal,
siendo estos asociados a fendmenos como el desarrollo y diferenciacion celular, asi

como la reparacion y modificacion del ADN (54). Existen una gran diversidad de
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factores que tienen la capacidad de ser un peligro que atentan contra la integridad

del genoma humano (55).

Resulta indispensable conocer que existen diversas causas que estan asociadas al
dafno en el ADN, estos van desde factores externos como los exdégenos, cuestiones
como la luz ultravioleta, la radiacion ionizante y distintos compuestos quimicos de
caracter genotoxico (humo de cigarro, pesticidas etc.), y por otra parte, los
fendbmenos enddgenos, relacionados con subproductos del metabolismo, tal es el
caso de las especies reactivas de oxigeno (anién superéxido, radical hidroxilo y
peroxinitrito) (53). Algunos de los mecanismos asociados a estas alteraciones
exponen, roturas de cadenas, dafios oxidativos o la formaciéon de dimeros de
pirimidinas (55). Aberraciones en genes como BRCA1, BRCA2 y p53 son algunos
ejemplos de elementos mutados que dan un prondstico orientado al desarrollo de

algun tipo de cancer (54).

Como previamente se ha descrito, existen diversas causas que se asocian al
desarrollo del cancer, particularmente hablando del cancer de prostata, tenemos
que ciertos microorganismos urinarios son causantes de impulsar la carcinogénesis
urinaria, esto derivado del estrés oxidativo que generan a partir de las especies
reactivas de oxigeno producidas, siendo estas moléculas causantes de dafio en
DNA, lo que implica generar mutaciones en ciertas células involucradas (56). En
lesiones de neoplasia intraepitelial prostatica se han encontrado que algunas
pierden a ciertos marcadores basales como p63 (TP63), citoqueratina 5 (KRT5) y
citoqueratina 14 (KRT14) o inclusive se encuentra la sobreexpresién de enzimas
como la alfametilacil-CoA racemasa (AMACR), esta asociada al desarrollo del

adenocarcinoma (56).

2.4 Vias de sefializaciéon en cancer
Se conocen a las vias de senalizacion como una red molecular de comunicacion

celular, que tiene la importante funcién de fungir como una conexién entre los
diferentes elementos que conforman a una célula, esta comunicacion esta mediada

por proteinas que forman parte de la activacion o inhibicion de procesos que ocurren
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a nivel celular (crecimiento, proliferacion o supervivencia celular), sea de manera

directa o indirectamente (57,58).

De forma general una via de sefalizacion puede verse estimulada por diversos
elementos (Factores de crecimiento, hormonas, citoquinas etc.) promoviendo la
interaccidn con receptores (tirosina quinasa, asociados a proteinas G o
relacionados a canales idnicos), lo que desencadena la transduccion de sefales por
medio de intermediarios citosolicos y con ello generar la regulacion de transcripcion

y transduccioén de genes (57).

Existen diversas vias que han sido identificadas como puntos importantes de
estudio en cancer ya que su funcionamiento se ve alterado de forma considerable,
entre estas vias de sefalizacion se encuentra la de MAPK, PI3K/Akt y FAK/Src (59).
Estas vias de forma interesante se conectan entre si, siendo factores que en
conjunto permiten el desarrollo de los distintos elementos asociados a la
fisiopatologia que el cancer genera, volviéndose un blanco idoneo para posibles
tratamientos o terapias en favor mejorar la calidad de vida del paciente con cancer
(58).

2.4.1 Via MAPK

Es considerada una de las vias mas asociadas a distintos tipos de cancer (pulmon,
colon entre otros), donde diversos componentes que se encuentran relacionados
con la via, como lo es la proteina ERK, manifiestan interacciones en favor del
desarrollo tumoral (60).

ERK siendo responsable de la fosforilacidn de diversas proteinas como FAK y
paxilina, asociadas a la promocion de la migracion celular (60). Por otro lado,
también encontrando una asociacién importante en la expresion de MMP’S,
encargadas de la degradacién de la matriz extracelular, propiciando la invasion de
las células tumorales (61). Siendo estas algunas de sus implicaciones, la via MAPK
se convierte en un punto de atencién para estrategias terapéuticas contra el

desarrollo de la enfermedad.
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2.4.2 Via PI3K/Akt
Esta via se ha visto descrita en una gran cantidad de fendmenos asociados al
cancer, tal es el caso de la proliferacion y supervivencia celular, asi como

angiogénesis entre otros procesos relacionados a la progresion tumoral (62).

Su mecanismo de accién es conocido por estar implicado en la estimulacion PI3K,
esto a través de su subunidad reguladora o proteinas adaptadoras, generando una
activacion de PI3K y la conversion de lipidos de fosfatidilinositol-(3,4)-bisfosfato
(PIP2) a fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Por lo tanto, se promueve la
interacciéon de PKB/Akt y PIP3, lo que deriva en la activacion parcial de PKB/Akt
(63). La activacion de PKB/Akt activa a mTORCT1, la cual tiene como sustratos una
variedad importante de moléculas que promueven la sintesis y proliferacion celular,
por su parte Akt genera efectos de fosforilacidon (generando inhibicién) sobre

proteinas FOXO relacionadas con efectos proapoptéticos (64).

2.4.3 Via FAK/Src

Esta via esta asociada al fendmeno de migracién celular, este proceso mediado por
la creacion y desmontaje continuo de las interacciones célula-célula y célula con
matriz extracelular (MEC), asi mismo de una restructuracion completa del
citoesqueleto de actina. Para entendimiento del mecanismo descrito aparecen las
integrinas (proteinas transmembranles), donde una de las funciones que presentan
es la unién de la MEC con el citoesqueleto de actina intracelular, la generacién de
estas uniones de adhesion, son identificadas como areas de adhesion focal (ADF),
no obstante, no solo cumplen con un rol estructural, sino que también se ven
implicados en fendmenos de senalizacion como lo es la proliferacién, migracion e
invasion celular (65,66). En el fenomeno previamente descrito, fungen un rol

esencial la quinasa de adhesién focal (FAK) y la cinasa Src (66).

Se describe una interaccion dada entre FAK y la proteina de tipo integrina, tras dicha

reaccion el residuo de tirosina 397 de FAK se autofosforila, dando punto de union
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para que Src pueda unirse y con ello generar un acoplamiento entre ambas
proteinas. Seguido de la unién esto permite que Src fosforile multiples lugares de la
proteina FAK. Una vez formado el complejo e iniciado su maximo estado catalitico
hay distintos sustratos tal es el caso de Grb2 entre otros, como se observa en la
Figura 3, estas fosforilaciones conducen a la activacion de diversas vias de
sefnalizacion tal es el caso de la via Ras-MAPK o la via PI3K/Akt implicadas en

fendmenos de angiogénesis, migracion e invasion celular (67).

2.5 Adhesion celular
La estructura y migracion celular es un proceso que estd asociado a distintos

eventos actuando de forma coordinada, influenciados por la tensién celular,
determinada por dos componentes, como la fuerza de contraccién del citoesqueleto
y el fenomeno de anclaje que esta relacionado con la resistencia a la contraccion

mediado por las interacciones célula-MEC y célula-célula (68).

Uno de los fendmenos mas fuertemente asociados a la progresion del cancer que
desemboca en la metastasis, es la pérdida de las uniones célula-célula y célula-
MEC (representadas en la Figura 3), ya que modulan de forma importante el
fenotipo, proliferacion, migracion y supervivencia celular (69). Las uniones célula-
célula se realizan en ciertas regiones de la membrana plasmatica, llevadas a cabo
por las proteinas cadherinas, siendo estas glicoproteinas dependientes de Ca 2*
denominadas como moléculas de adhesidon, principalmente actuan de forma
homofilica generando uniones de cadherina con cadherina, siendo la cadherina E
las mas encontrada en células de caracter epitelial como se representa en la Figura
3 panel A (70).
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Para la estabilidad de estructura celular, las cadherinas (dominio citoplasmatico)
interaccionan con la B-catenina, una vez formado el complejo, la a-catenina lo
direcciona con los filamentos de actina del citoesqueleto adquiriendo con ello una

estructura adecuada a nivel celular (70).
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Para la célula tumoral es indispensable el cambio fenotipico y funcional para la
supervivencia en el fenbmeno metastasico, por ello es que ocurre el cambio
denominado como transicion epitelio mesénquimal (TEM) donde la célula es dotada
una plasticidad para poder ejercer su mecanismo de invasividad y diseminacion en

distintas zonas del origen del tumor primario representado en la figura 4 (71).
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Figura 4. Evolucion del proceso de transicion epitelio mesénquima (TEM).

La TEM esta considerada como elemento clave en la progresion tumoral hasta la
metastasis, la adquisicion de una estructura de tipo mesenquimatosa, proporciona
rasgos caracteristicos de las células tumorales, aqui aparece el fendmeno
denominado como “switch de cadherinas” identificado como la pérdida de la
expresion de E-cadherina y aumento de la expresion de N-cadherina. Lo que trae
consigo que haya una pérdida de las interacciones que le dotan de estabilidad a la
célula para mantener su estructura original, como perdida de unién a la membrana
basal (72). Ademas, N-cadherina también se relaciona con la activacion la via
GTPasa de la familia Rho, generando modificaciones en el citoesqueleto y
modulando otras vias de senalizacion como la de Wnt (73).
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2.6 Migracién celular
La migracion celular es considerada como un evento indispensable para el correcto

funcionamiento de un organismo, sin embargo, asociado a la problematica de
cancer se torna complejo, convirtiendo a este evento blanco para suprimir el

desarrollo tumoral (74).

Cuando se habla de migracién celular en el ambito tumoral es importante hacer
mencién de la TEM, la cual como se ha mencionado esta asociada a la plasticidad
celular, aunado a la transformacion de la célula cambiando sus caracteristicas
epiteliales (estado inmavil) por un una de tipo mesenquimal (estado movil) ademas
de otros factores propios de las células tumorales como es la resistencia a la
apoptosis o tratamiento. Algunos de los puntos cruciales en el desarrollo de este
fendomeno viene dado por diversos factores de transcripcion como lo son Twist,

Snail, Slug y Zeb1 activados por vias como la de TGF- y Wnt (75).

La migracion celular viene dada por sefales quimiotacticas que estimulan la
extension de protuberancias de la membrana celular, realizadas por la
polimerizacién de actina, las células tumorales se desplazan sobre la MEC en
tumores de caracter primario, estas protuberancias son conocidas como
lamelipodios, donde se adhieren a fibras que contienen coldgeno formando una
adhesidén dinamica, el movimiento en cuestién se da a través de la formaciéon de
adherencias entre la célula y su respectivo sustrato generando una traccion,
finalmente el movimiento se genera al final derivado de la contraccién de la célula
separando la parte posterior de la célula del sustrato y moviendo el cuerpo de la
célula hacia adelante (74,76). Elementos como PI3 y Akt/PKB activan GTPasas de
la familia Rho (asociadas al control del ciclo celular, trafico de vesiculas, polaridad
y organizacidon de citoesqueleto), tales como Rac o Cdc42, siendo estas
responsables de la polimerizacion y despolimeracion de la actina en el frente de
migracion (74,77).

También juegan un papel importante el complejo de proteinas asociado a integrinas

FAK y Src, estas implicadas en la regulacion de las adhesiones focales
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esquematizadas en la Figura 3 panel B, regulando las interacciones de las células

con sus diferentes sustratos, promoviendo la migracion celular (78).

2.7 Invasion celular y metastasis
La invasidn en sus primeras etapas implica la activacion de diversas vias que estan
asociadas al control del citoesqueleto, modificacion en la MEC y las uniones célula-

célula, aunado a la migracion de las células tumorales (79).

Uno de los aspectos cruciales para la denominacién del tumor como benigno o
maligno esta en funcion de la capacidad que tienen las células cancerigenas de
degradar la membrana basal y lo que deriva a partir de ello (80).

Cuando célula tumoral adquiere propiedades migratorias e invasivas que le suscita
la capacidad para poder salir a sistema linfatico y vascular, logrando con ello ir a
organos distantes y establecer tumores secundarios, a esto se le conoce como
metastasis, esta causa del fracaso de los tratamientos y por ende responsable de

aproximadamente el 90% de muertes por la enfermedad (80-82).

Diversos factores promueven el desarrollo tumoral, las células neoplasicas tienen la
facultad de producir ciertas quimiocinas con la capacidad de atraer a células de
sistema inmune, promoviendo con ello la angiogénesis y dejar caracteristicas
apropiadas para el desarrollo del nicho tumoral, no solo eso sino que también existe
la remodelacion de la MEC, donde se ven implicadas diversas moléculas como
proteoglicanos, colageno, lamininas, fibronectina, elastina y otras glicoproteinas
cada una de ellas involucradas en los fendmenos invasivos y metastasico de la

carcinogénesis (82).

Ante las variaciones de la MEC, se sabe que las MMP’S estan implicadas, estas
colagenasas estan implicadas en la degradacion de la membrana basal de las
células siendo consideradas como un factor de mal prondstico en el desarrollo
tumoral (83). Hay una serie de sucesos que deben ocurrir para que la metastasis se

lleve a cabo, iniciando por una secuencia de pasos que van siendo desarrollados
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de la siguiente forma: Remodelacion de la MEC, incremento de la angiogénesis,
separacion de las células del tumor sdlido, la formacion de invadopodios invadiendo
tejido cercano, intravasacion para dar entrada al sistema circulatorio o linfatico,
adherencia a células endoteliales de un sitio lejano del tumor en primera instancia,
formando nuevamente invadopodios para dejar sistema circulatorio/linfatico, con
esto se le permite entrar en el nuevo tejido colonizando y generando proliferaciéon

para dar formacion a un nuevo tumor (84,85).

Es importante mencionar que las células tumorales para el desarrollo metastasico
no solo dependen de sus caracteristicas propiamente, sino que también los
microambientes a los que se exponen son condicionantes claves en la efectividad
de colonizacién en el proceso metastasico, arquitectura tisular de la MEC, la
interacciones entre las células tumorales, asi como la implicacién de las células

endoteliales e inmunitarias estan asociadas en dicho evento (86).

2.8 Regla de los 5 de Lipinski

En la busqueda constante por las mejores elecciones de farmacos potenciales, se
trabaja de forma ardua todo con el fin de encontrar resultados favorables para las
personas, por ello se han desarrollado diversas estrategias de evaluacién que
permiten la mejor seleccion del compuesto candidato para las pruebas in vitro, todo
esto en funcidn de las propiedades quimicas presentes en los compuestos

formulados.

La regla de los 5 de Lipinski’s consiste en una serie de puntos que son
determinantes para indicar si un compuesto administrado por la via oral en teoria
presentara la solubilidad adecuada, asi como la capacidad de difundirse a través de
membranas bioldgicas (87), para cumplir con dicho principio no se deben violar mas
de uno de los siguientes puntos:

e Debe poseer un coeficiente de reparto octanol-agua (log P) < 5.

e Debe poseer un peso molecular < 500 uma.
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e No debe contener mas de cinco donadores de enlaces por puentes de
hidrogeno (atomos de nitrdgeno u oxigeno con al menos un atomo de
hidrégeno).

e No debe contener mas de diez aceptores de enlaces por puentes de
hidrogeno (87).

2.8 Docking molecular

Ante los diversos retos a los que nos enfrentamos en la actualidad en el area de la
salud, surge la necesidad de generar nuevas estrategias terapéuticas. La
elaboracidon de farmacos es considerada una problematica real aun en la actualidad
por la complejidad que implica su elaboracion y produccion. Sin embargo, se ha
optado por desarrollar nuevas estrategias para optimizar y encontrar nuevas
moléculas con potencial efecto terapéutico, buscando obtener los mejores efectos
biolégicos en el organismo. Aparece una opcion computacional conocida como
acoplamiento molecular o docking molecular, disefiada para generar una prediccion

de las interacciones que ocurren entre ligandos y macromoléculas diana (87).

Este método in sillico permite que ligandos de interés interaccionen con ciertas
macromoléculas comunmente proteinas (receptores) por medio de disefios 3D,
donde permite identificar las regiones de interaccion y grado de afinidad que hay

entre ambos componentes (87,88).

Existe bastante evidencia en la actualidad que permite identificar al docking
molecular como una herramienta de gran utilidad, un ejemplo de docking molecular
empleado fue para identificar nuevos inhibidores no peptidicos de enzimas

(proteasas de serina y cisteina) (88).
Es importante mencionar que el docking molecular, en primera instancia se cre6
para la evaluacion de moléculas pequenas y su interaccidén con proteinas, pero en

la actualidad se han considerado también llevar a cabo docking sobre interacciones
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proteina-proteina o acido nucleico ADN o acido ribonucleico (ARN) con algun
ligando de interés (89).

De forma interesante se identifica que las conformaciones de unién de mayor
afinidad entre ligando y receptor para establecer el nivel de afinidad vienen dados
por dos puntos: 1) La generacidn de las distintas conformaciones (conférmeros) de
la molécula evaluada y su afinidad por diversas regiones de interaccion con la
proteina diana, por otro lado, 2) la determinacion de la energia de interaccion

asociada con a las distintas interacciones formadas previamente (90).

2.9 Compuestos de tipo espiro-hidantoina

Hablando de la estructura de tipo hidantoina que forma parte de las moléculas
propuestas a evaluacién, se es conocido que son moléculas con efectos
clinicamente aprobados como fenitoina, mefenitoina entre otros como farmacos
anticonvulsionantes, no obstante, se ha reconocido su versatilidad y ahora son
implementadas en diversos ensayos clinicos probando que ejercen también efectos

antitumorales, antinflamatorios, antidiabéticos etc. (91).

Describiendo la estructura de las moléculas empleadas en la investigacion, se
conocen como compuestos espiro-heterociclicos, han sido documentados con
resultados favorables contra distintos tipos de cancer, conocidos por ser
estructuralmente hablando dos anillos unidos uno al otro, ademas de poseer
elementos heterociclicos, que les permite tener una buena interaccion con las
demas moléculas en un sistema biolégico (92). En esencia la estructura de tipo spiro
ha sido tomada en cuenta para la generacion de nuevos farmacos antitumorales,
algunos de estos compuestos probados en lineas celulares de cancer mama,

encontrando interesantes efectos citotoxicos (93).

Asi mismo también formando parte de la estructura de estas moléculas estudiadas,
tenemos a los grupos de tipo “aza”, denominandose asi por la presencia de un anillo
aromatico con la estructura de heteroatomos que lo forman, en este caso atomos

de nitrégeno en la estructura.
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En la actualidad hay algunos compuestos derivados de las estructuras de tipo
azaspirano, que son inhibidores de la accion de tirosinas quinasas, empleados en
diversos ensayos clinicos para el tratamiento del cancer, algunos ejemplos de estos

compuestos son atiprimod, lestaurtinib y K252a (14).
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3. METODOLOGIA

Se trata de un proyecto explicativo, experimental, cuantitativo, in silico e in vitro; en

el que se utilizo la linea celular PC-3 adquirida del American Type Culture Collection

(ATCC), EUA. El proyecto de investigacion de dividié en tres etapas: La primera se

fundamento6 en la realizacion de un docking molecular de los dos compuestos a

evaluar: TRI-SR y TRI-BE con acoplamiento a las proteinas de interés (FAK y Src)

asociadas a la via de senalizacion FAK/Src. La segunda etapa consistio en la

estandarizacién del cultivo de células tumorales prostaticas PC3 y la evaluacion de

la actividad biologica de los triazaspiranos mencionados a través de ensayos de

migracion e invasion celular. La tercera etapa consistio del analisis de expresion de

las proteinas p-FAK, p-Src, E-cadherina, N-cadherina y la segregacion de la MMP-

9. La Figura 5 resume la metodologia del proyecto.

Analisis por medio de docking molecular con
proteinas de interés de la via FAK/Src

Seleccion de los triazaspiranos con mayor grado de interacciéon
en las proteinas de interés FAK y Src

Ensayo de MTT
(viabilidad celuar)

Ensayo de cierre de herida
(migracion)

Ensayo en camara de Boyden
(invasion)

v v
Estandarizacion del cultivo,d'e células de la linea Ensayos de actividad biolégica
tumoral prostatica PC3
I |
v
v v
Western Blot (Evaluacion de expresion proteica y su Técnica de Zimografia (Evaluacion de segregacion de
asociacion con la via FAK/Src y Cadherinas E y N) MMP-9)

Figura 5. Esquema de la metodologia utilizada en el proyecto de investigacion.
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3.1 Primera etapa

3.1.1 Docking molecular

El analisis de docking molecular fue realizado por medio del programa Moe 2008.10.
El disefio de los ligandos TRI-SR y TRI-BE se realizé con el programa Corina, y las
propiedades ADMET (Administracion Distribucidon Metabolismo Excrecion
Toxicidad) de estos ligandos se evaluaron por medio del programa admetSAR.
Posterior se obtuvieron las proteinas FAK 'y Src del Protein Data Bank (PDB): 1MP8
Crystal structure of Focal Adhesion Kinase (FAK) PDB DOI: 10.2210/pdb1MP8/pdb
y 1FMK Crystal Structure of Human Tyrosine-Protein Kinase C-Src PDB DOI:
10.2210/pdb1FMK/pdb.

En el programa Moe 2008.10 se llevd a cabo la generaciéon de los respectivos
conférmeros de cada una de las moléculas a evaluar, posteriormente se procedié a
trabajar con las proteinas de interés FAK y Src, las cuales, mediante el programa
se procedio a prepararlas para el acoplamiento, eliminado moléculas de agua,

protonado y seleccionando el campo de fuerza.

Se realizé el acoplamiento molecular de cada uno de los triazaspiranos
mencionados con las proteinas FAKy Src, seleccionado los E-Score de mayor valor,
y proceder a tomar los esquemas del sitio de interaccion con los aminoacidos
implicados, y la obtencion de las representaciones tridimensionales de la interaccidn

ligando-receptor.
3.1.2 Preparacion de los compuestos (TRI-SR y TRI-BE)

Las moléculas TRI-SR y TRI-BE fueron sintetizadas en el Centro de Graduados e
Investigacion en el Instituto Tecnologico de Tijuana, Baja California, acorde a la
metodologia descrita por Rivero et al. (94). Los compuestos fueron obtenidos en
estado puro, como paso adicional dentro de su preparacion, la molécula TRI-BE fue
diluida en un 20% (v/v) de solucion de etanol (vehiculo), ambos compuestos
alcanzaron la concentracion de 1 pM (solucion stock). Posteriormente, las
soluciones stock se utilizaron para estimular los cultivos de células PC3 a las

concentraciones indicadas en los experimentos.
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3.2 Segunda etapa

La estandarizacién de la linea celular de cancer prostatico PC3 consistio en llevar a
cabo el manejo de los cultivos en cajas de 100 mm de diametro, con medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 3.7 g/L de
bicarbonato de sodio, 5% de SFB, antibiéticos y en atmdsfera humeda con 5% de
CO2Yy 95% de oxigeno a 37°C.

En esta etapa ademas se realizaron los ensayos de viabilidad celular MTT,
migracion (ensayo de cierre de herida o “scratch”) e invasion (ensayo en camara de

Boyden) en células epiteliales tumorales prostaticas PC3.

3.2.1 Ensayo MTT

La viabilidad celular se evalu6 mediante un ensayo MTT en diferentes condiciones
durante 24 h. En primer lugar, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a
una densidad de 150.000 células/pocillo y se dejaron crecer al 90 % de confluencia.
A continuacion, se reemplazo el medio de cultivo por un medio Opti-MEM. Después
de 2 h de incubacion, las células se trataron en distintas condiciones
experimentales. Posteriormente se adicioné al medio de cultivo 30 pL de una
soluciéon madre de MTT 2.1 mg/mL para obtener una concentracion final de 0.5
mg/mL. Los cristales de formazan formados después de 4 h de incubacién se
disolvieron mediante la adicion del tampon de lisis (dodecilsulfato de sodio al 20 %,
N, N-dimetilformamida al 50 %, pH 4,0), segun la metodologia de Garcia et al. (95).
Finalmente, la densidad Optica se midi6 a 570 nm utilizando un lector de

microplacas.

3.2.2 Ensayo de migracion de cierre de herida o “scratch”

Los triazaspiranos seleccionados fueron utilizados para estimular los cultivos de
células PC3, y evaluar su capacidad inhibitoria sobre la migracién celular mediante
el ensayo de cierre de herida (también llamado “scratch”) como se ha reportado
previamente (96). Cultivo celular PC3 con 100% de confluencia, fue sometido a

supresién con DMEM sin suero durante 18 horas y fueron tratados con mitomicina
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C durante 2 horas. Después de la supresion, se realizé la rayadura o “herida”
utilizando la punta de una pipeta de 200 pL estéril, posteriormente se lavaron los
cultivos en una ocasion con PBS 1X para remover las células suspendidas. A
continuacion, las células PC3 fueron estimuladas durante 24 horas con cada uno de
los triazaspiranos. Posterior a las 24 horas de estimulo, las células se fijaron con
metanol frio y tifieron con azul de coomassie, finalmente se lavo tres veces con
phosphate-buffered saline (PBS) 1X. La migracion celular dentro de la herida fue

fotografiada usando un microscopio invertido con camara acoplada.

3.2.3 Ensayo de invasién en camara de Boyden

Los ensayos de invasion se realizaron en camaras de Boyden con filtros que
presentan poros de 8 um de diametro (96). Las células PC3 se sometieron a supresion
de suero durante 18 horas. Se colocaron 15 puL de Matrigel BD con 45 pL de medio
DMEM en los insertos de la parte superior de la camara, se colocan en la incubadora
30 minutos hasta que el Matrigel BD y medio DMEM se solidifican. Posteriormente se
realizé un pase celular colocando 100 pL de células por condicion sobre el Matrigel
solidificado en la camara de Boyden. En la parte inferior de la camara se coloc6 un
volumen final 600 puL de medio DMEM, DMEM + SFB, asi como DMEM + SFB mas
los triazaspiranos a evaluar de manera individual. Las células fueron incubadas en
estas condiciones de tratamiento durante 24 horas a 37°C, tras lo cual se aspir6 el
medio de los compartimientos; las células se fijjaron con metanol frio durante 10
minutos para posteriormente remover de la parte superior de la camara a las células
gue no migraron, utilizando un hisopo de algodén. Tras realizar este procedimiento,
las células presentes en la parte inferior fueron tefidas con azul de coomassie durante
10 minutos. Las membranas se lavaron 3 veces con agua bidestilada, la invasion
celular fue determinada tras analizar la membrana de la camara de Boyden y fue

fotografiada usando un microscopio invertido acoplado a camara.
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3.3 Tercera etapa

En esta etapa se evaluaron los cultivos PC3 estimulados con los triazaspiranos
sefalados previamente, por medio de la técnica de Western Blot para la
cuantificacion de la expresion proteica de las proteinas p-Fak, p-Src, E-Cadherina y
N-Cadherina, ademas de la técnica de zimografia para observar la secrecion de la
MMP-9.

3.3.1 Inmunodeteccién (Western Blot)

Los cultivos de células PC3 que fueron estimulados con los triazaspiranos, fueron
lisados para la cuantificacion de proteinas con el método de micro-bradford. Estos
lisados fueron sometidos a una electroforesis por Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) al 10% para separar las
proteinas, las cuales, una vez separadas, fueron transferidas a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF). Posteriormente, las membranas de PVDF se
bloquearon con leche al 5% durante 2 horas, después se colocé el anticuerpo
primario diluido 1:500, incubando durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos que
se utilizaron fueron los siguientes: anti-p-FAK-Tyr397, anti-p-Src-Tyr418, anti-E-
Cadherina, anti-N-Cadherina, anti-B-actina. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos con PBS-Tween
al 0.1% y posteriormente se incubaron con anticuerpo secundario especie-
especifico peroxidado (dilucion 1:5,000) durante 2 horas a 37°C en agitacion,
seguido de 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween al 0.1%, y revelando
mediante quimioluminiscencia. Las autorradiografias fueron escaneadas y las

bandas cuantificadas usando el programa Imaged 1.52a.

3.3.2 Zimografia

Cultivos confluentes de células PC3 fueron tratados con los correspondientes
triazaspiranos (etanol y SFB seran utilizados como controles positivos de secrecion
de MMPs). Los medios condicionados se colectaron y fueron concentrados usando
filtros centricon (Millipore) y centrifugados a 2,500 revoluciones por minuto (rpm)
durante 2 horas. Volumenes iguales de medio condicionado concentrado se
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mezclaron con buffer de muestra (SDS 2.5%, sacarosa 1% y rojo de fenol 4 pg/mL)
sin agentes reductores, y cargados en geles de acrilamida al 8% copolimerizados
con gelatina a 1 mg/mL. Los geles se lavaron dos veces en Triton X-100 al 2.5% e
incubados en buffer de activacion (Tris-HCI 50 mM, CaCl25 mM, pH 7.4) a 37 °C
durante 24 horas. Los geles se fijaron y tifieron con Azul de Coomassie Brillante G-
250 en acido aceético al 10% y metanol al 30%. La actividad proteolitica se detectd
con la presencia de bandas claras contra el fondo tefiido de sustrato no digerido.
Los geles fueron escaneados y las bandas cuantificadas usando el programa

Imaged 1.52a.

3.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media * la desviacion estandar, donde fueron
sometidos a una ANOVA de una via, con una prueba de Dunnett. Para la busqueda
de diferencias entre grupos se utilizé un valor de significancia (a) de P<0.05. Los
datos se procesaron mediante el programa de datos GraphPad Prism Version 8.0.2
(97).
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4. ASPECTOS ETICOS, NORMATIVOS Y DE SEGURIDAD

El presente estudio se desarrolld, hasta su conclusion, con apego a las
disposiciones legales de la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos

- Clasificacion y especificaciones de manejo.

56



5. RESULTADOS

5.1 Docking molecular: TRI-SR y TRI-BE contra las proteinas FAK y Src

En el presente trabajo se plante6 evaluar diversos fenomenos asociados a la
progresion tumoral, entre los aspectos mencionados se encuentra la migracion e
invasion celular, que guardan relacion de forma importante con la via de
sefnalizacion FAK/Src, por lo tanto, se llevaron a cabo una serie de pruebas de
docking molecular con los triazaspiranos propuestos y las proteinas de interés FAK
y Src de la via previamente mencionada, encontrando el grado de interaccion entre
los compuestos analizados y con ello dilucidar un posible efecto regulatorio en la

activacion de la via de senalizacion.

5.1.1 Docking molecular: TRI-SR vs FAK

Se llevo a cabo el analisis de docking molecular entre la molécula TRI-SR y la
proteina FAK, obtenida del Protein Data Bank: 1MP8 Crystal structure of Focal
Adhesion Kinase (FAK) PDB DOI: 10.2210/pdb1MP8/pdb. En la Tabla 1 se pueden
observar las tres interacciones de mayor afinidad entre los conférmeros del TRI-SR
y la proteina FAK, el menor valor obtenido fue de un E-score de -10.4212 kcal/mol
mayor afinidad, representado en la Figura 6, por otro lado, en la Figura 7 se muestra
la interaccion de afinidad media -10.2367 kcal/mol y en la Figura 8 describe la

interaccion de menor afinidad -9.8558 kcal/mol.

Tabla 1. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la

molécula TRI-SR y la proteina FAK.

Andlisis E-Score (kcal/mol)
FAK TRI-SR (1) -10.4212
FAK TRI-SR (2) -10.2367
FAK TRI-SR (3) -9.8558
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Figura 6. Docking molecular 1 del TRI-SR y la proteina FAK. Representa la interaccion de mayor
afinidad (E-score: -10.4212 kcal/mol). En la parte superior se muestra el andlisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 7. Docking molecular 2 del TRI-SR y la proteina FAK. Representa la interaccién afinidad
media (E-score: -10.2367 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 8. Docking molecular 3 del TRI-SR y la proteina FAK. Representa la interaccion de menor
afinidad (E-score: -9.8558 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Se identificaron las interacciones de mayor importancia de los conformeros
seleccionados (de mayor afinidad) del docking molecular entre la molécula TRI-SR
y la proteina FAK, presentandose las siguientes interacciones: En la Figura 6 se
aprecia la interaccion de la molécula TRI-SR con los residuos Asp 564 y Lys 454
ambos por enlace de puente de hidrogeno; en la Figura 7 se presentan las
interacciones de TRI-SR con los residuos Asp 564, Lys 454 y Glu 471 todas estas
interacciones mediadas por enlaces de tipo puente de hidrogeno; por otra parte, en
la Figura 8 se encontrd una vez mas la afinidad por el residuo Asp 564, relacionado

con interaccién por puente de hidrogeno.

5.1.2 Docking molecular: TRI-BE vs FAK

Se analiz6 mediante docking molecular la interaccidén del TRI-BE y la proteina FAK,
obtenida del Protein Data Bank: 1MP8 Crystal structure of Focal Adhesion Kinase
(FAK) PDB DOI: 10.2210/pdb1MP8/pdb. Los resultados se muestran en la Tabla 3,
donde se pueden observar las tres interacciones de mayor afinidad entre los
conférmeros obtenidos con la proteina FAK, el menor valor obtenido fue de un E-
score de -7.7878 kcal/mol, representado en la Figura 9, seguido del conformero que
presento una interaccion con un E-score de -7.7637 kcal/mol, el cual se muestra en
la Figura 10 y finalmente en la Figura 11 se muestra la interaccién con un E-Score

de -7.6901 kcal/mol, que corresponde a la interaccién del tercer conférmero.

Tabla 2. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la
molécula TRI-BE y la proteina FAK.

Andlisis E-Score (kcal/mol)
FAK TRI-BE (1) -7.7878
FAK TRI-BE (2) -7.7637
FAK TRI-BE (3) -7.6901
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Figura 9. Docking molecular 1 del TRI-BE y la proteina FAK. Representa la interaccion de mayor
afinidad (E-score: -7.7878 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 10. Docking molecular 2 del TRI-BE y la proteina FAK. Representa la interaccion afinidad
media (E-score: -7.7637 kcal/mol). En la parte superior se muestra el anélisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 11. Docking molecular 3 del TRI-BE y la proteina FAK. Representa la interaccion de menor
afinidad (E-score: -7.6901 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Las interacciones mas representativas de los diferentes conformeros obtenidas del
docking entre TRI-BE y FAK fueron las siguientes: En la figura 9 se observa una
interaccidn cation-pi entre el TRI-BE y el residuo Arg 598, y una interaccion por
puente de hidrogeno entre el TRI-BE y el residuo Ser 664; la figura 10 mostré una
interaccién de enlace de hidrégeno entre el TRI-BE y el residuo Thr 491; y por ultimo
en la interaccion representada en la figura 11 muestra la interaccién mediada por el

enlace de puente de hidrogeno entre el TRI-BE y la cadena lateral Thr 600.

5.1.3 Docking molecular: TRI-SR vs Src

Se analiz6 a la molécula TRI-SR por medio de docking molecular contra la proteina
Src, obtenida de la base de datos PDB, la proteina seleccionada fue 1FMK Crystal
Structure  of Human  Tyrosine-Protein  Kinase C-Src PDB  DOI:
10.2210/pdb1FMK/pdb. Los resultados de E-score se muestran en la Tabla 3 donde
se observan los tres valores de mayor afinidad en el docking. La Figura 12 muestra
la interaccion de mayor afinidad -7.6199 kcal/mol, la Figura 13 presenta la
interacciéon de valor medio -6.7780 kcal/mol, y la Figura 14 la de menor interacciéon
-5.6499 kcal/mol.

Tabla 3. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la
molécula TRI-SR y la proteina Src.

Anélisis E-Score (kcal/mol)
Src TRI-SR (1) -7.6199
Src TRI-SR (2) -6.7780
Src TRI-SR (3) -5.6499
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Figura 12. Docking molecular 1 del TRI-SR y la proteina Src. Representa la interaccion de mayor
afinidad (E-score: -7.6199 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 13. Docking molecular 2 del TRI-SR y la proteina Src. Representa la interaccion de afinidad
media (E-score: -6.7780 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.

67



e 039

TNLEU_161

Figura 14. Docking molecular 3 del TRI-SR y la proteina Src. Representa la interaccion de menor
afinidad (E-score: -5.6499 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Dentro de las interacciones mas importantes del docking entre TRI-SR y Src se
destacan a continuacion: Se observa que en las figuras 12 y 14 no hay interacciones
directas entre la molécula evaluada TRI-SR y la proteina Src, mientras que en la
figura 13, hay una interaccion por puente de hidrogeno entre el aminoacido Glu 320

de la proteina Src.

5.1.4 Docking molecular: TRI-BE vs Src

En este docking molecular se estudio la interaccion de la molécula TRI-BE contra la
proteina Src, obtenida de la base de datos PDB, la proteina seleccionada fue 1FMK
Crystal Structure of Human Tyrosine-Protein Kinase C-Src PDB DOI:
10.2210/pdb1FMK/pdb. La Tabla 4 muestra los tres resultados de E-score mas
significativos. La Figura 15 muestra la interaccion de mayor afinidad -8.2888
kcal/mol, la Figura 16 sefala la interaccién de valor medio -7.9860 kcal/mol y la

Figura 17 la de menor interaccion -7.8069 kcal/mol.

Tabla 4. Valores de E-score de mayor afinidad del docking molecular entre la
molécula TRI-BE y la proteina Src.

Andlisis E-Score (kcal/mol)
Src TRI-BE (1) -8.2888
Src TRI-BE (2) -7.9860
Src TRI-BE (3) -7.8069
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Figura 15. Docking molecular 1 del TRI-BE vy la proteina Src. Representa la interaccion de mayor
afinidad (E-score: -8.2888 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 16. Docking molecular 2 del TRI-BE y la proteina Src. Representa la interaccién de afinidad
media (E-score: -7.9860 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Figura 17. Docking molecular 3 del TRI-BE y la proteina Src. Representa la interaccién de menor
afinidad (E-score: -7.8069 kcal/mol). En la parte superior se muestra el analisis en 2D y en la parte
inferior se muestra en 3D.
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Las interacciones mas representativas de los diferentes conformeros de TRI-BE y
Src fueron las siguientes: en la figura 15 se representa una interaccion por enlace
de hidrogeno entre TRI-BE y el residuo Glu 147 y otra interaccién por enlace de
hidrogeno con la cadena lateral del residuo Tyr 90; en la figura 16 no se presentan
interacciones directas entre TRI-BE y Src; y por ultimo en la figura 17 hay una

interaccién de enlace de hidrégeno con el residuo Glu 147.

Como se menciona anteriormente se eligieron los tres conférmeros con menor
energia de union, esto hace referencia a que son las formas con mayor grado de
afinidad para unirse a los aminoacidos de una region en especifico, en este caso
las proteinas evaluadas FAK y Src. Estos valores estan influenciados por las
interacciones presentes en el acoplamiento, tal es el caso de las interacciones por
fuerzas de van der Waals, electrostaticas, por puente de hidrogeno e hidrofébicas
(98).

Acorde a lo descrito en las interacciones de la Figura 18A, se puede establecer, al
menos tedricamente, en el acoplamiento de FAK hay una gran afinidad por la region
de dominio kinasa, dicha region se ha reportado es una importante region
moduladora para la maxima actividad catalitica de la proteina, proteinas de union al
sitio como FIP200 ha demostrado que dicha interaccion provoca una inhibicion de
la actividad catalitica en FAK (99).

Por otra parte, en el acoplamiento con la proteina Src en la Figura 18B, los
conformeros seleccionados muestran mayor afinidad por los dominios SH2 y SH3,
estos a su vez son sitios de union a la proteina FAK, siendo la proteina Src
responsable de la fosforilacion de los residuos Tyr 576 y Tyr 577 en FAK,
encargados de activar la mayor capacidad catalitica y por lo tanto un incremento en

la via de senalizacion FAK/Src (66).
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Figura 18. Interacciones tedricas entre las moléculas TRI-BE, TRI-SR y las proteinas FAK (A) y Src

(B) evaluadas mediante docking molecular.
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5.2 Ensayo de viabilidad celular (Ensayo de MTT)

El analisis de viabilidad celular es un estudio importante para identificar posibles
efectos citotoxicos de los compuestos a evaluar, por ello se evalué el impacto del
TRI-BE en la viabilidad celular. Nuestros datos que se muestran en la Figura 19
indican que TRI-BE 10 uM (concentracion empelada en los ensayos posteriores) no
afecta la viabilidad de las células PC3. Lo que fue punto de partida para comenzar

con los ensayos de actividad biolégica de migracion e invasion celular.

MTT TRI-BE PC3
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Figura 19. Ensayo de viabilidad celular por MMT. Las condiciones son representadas de izquierda a
derecha: (Control) Opti-MEM; (TRI-BE 10 uM) 10 uM TRI-BE + Opti-MEM; (Vehiculo) Opti-MEM +
Etanol 20%, (TRI-BE 10 uM/SFB) 10 uM TRI-BE + Opti-MEM + SFB 5%; (Vehiculo/SFB) Opti-
MEM + Etanol 20% + SFB 5%; (SFB) Opti-MEM + SFB 5%. La grafica representa las medias de
cada condicion = D.E. de al menos tres experimentos independientes. CTRL= Control, SFB= Suero
fetal bovino, D.E.= Desviacion estandar. Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05,
evaluado mediante una ANOVA de una via, con una prueba de Dunnett.
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5.3 Ensayo de migracién celular (Ensayo de cierre de herida)

La metastasis es la mayor causa de muerte en pacientes con cancer (82), siendo la
migracion e invasion celular y la intravasacion a vasos sanguineos Yy linfaticos
algunos de los factores caracteristicos del fendbmeno metastasico (76), por lo tanto,
se considero crucial el estudiar el fendmeno migratorio en las células tumorales, por

ser un punto determinante para dar inicio al desarrollo de la metastasis.

5.3.1 Ensayo de migracion celular: TRI-SR

La molécula TRI-SR mostré6 capacidad inhibitoria en las células tumorales
prostaticas PC3. En la Figura 20 panel A se puede observar el efecto inhibitorio en
funcién de las diversas concentraciones empleadas (10 uM, 20 uM, 50 puM), en un
curso temporal de 24 horas de estimulo con la molécula TRI-SR, siendo la
concentracion de 10 pM la que mostrd una significancia estadistica mayor con
respecto a las demas condiciones, en la Figura 20 panel B, la grafica fue obtenida
a través de al menos tres experimentos independientes por medio de una
ANOVA de una via.
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Figura 20. Evaluacién del TRI-SR en ensayo de migracién celular. A) Curso temporal de 24 horas.
Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (Control) DMEM; (TRI-BE 10 uM) 10 uM
TRI-SR + DMEM + SFB 5%; (TRI-SR 20 pM) 20 pM TRI-SR + DMEM + SFB 5%; (TRI-SR 50 pM)
50 uM TRI-SR + DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%; (Vehiculo) DMEM + Etanol 20%. B) La
grafica representa las medias de cada condicion * D.E. de al menos tres experimentos
independientes. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino, D.E.= Desviacion estandar. Los asteriscos
denotan significancia estadistica **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via,

con una prueba de Dunnett.
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5.3.2 Ensayo de migracion celular: TRI-BE

El TRI-BE mostré una importante capacidad inhibitoria en las células tumorales
prostaticas PC3, el efecto del triazaspirano fue concluyente en las diversas
concentraciones empleadas (10 uM, 20 uM, 50 uM), como se puede observar en la
Figura 21 panel A, no obstante, a la concentracion de 50 uM es donde se pudo
observar el mayor efecto inhibitorio. En la Figura 21 panel B se muestran las
significancias estadisticas en todas las condiciones evaluadas, esto a partir de por

al menos tres experimentos independientes.
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Figura 21. Evaluacion del TRI-BE en ensayo de migracion celular. Panel A) Curso temporal de 24

horas. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; 10 uM 8-Bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; 20 pupM 8-Bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; 50 uM 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%; (VEH) DMEM + Etanol 20%. Panel B) la grafica
representa las +D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son
representadas de izquierda a derecha son: (CTRL) DMEM; 10 upM 8-Bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; 20 uM 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona DMEM + SFB 5%; 50 pM 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%;
DMEM + SFB 5%; (VEH) DMEM + Etanol 20%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino, VEH=
Vehiculo. Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado
mediante una ANOVA de una via.
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5.4 Ensayo de invasion celular (Ensayo en camara de Boyden)

La invasion celular es considerada como una caracteristica que forma parte de los
Hallmarks del cancer ademas de que esta asociada fuertemente al fendmeno de
metastasis (31), por tal motivo, es importante estudiar dicha actividad, en la presente
investigacion nos dimos a la tarea de realizar un analisis sobre la capacidad
invasora de las células tumorales prostaticas PC3 tras su estimulaciéon con los

triazaspiranos propuestos en la investigacion.

5.4.1 Ensayo de invasion celular: TRI-SR

En el ensayo de invasion celular se encontré que la molécula TRI-SR tiene un
efecto determinante en la supresion de la invasion celular, tras realizar un curso

temporal estimulando por 24 horas a las células.

Se aprecia que el control positivo, con suero fetal bovino 5% en medio DMEM,
promueve la invasion celular, sin embargo, en presencia del triazaspirano se
observa un efecto de inhibicidn empleando la concentracién de 10 uM Figura 22
panel A. Esta concentracién fue seleccionada con base en los resultados de los
estudios de migracion celular. En la Figura 22 panel B se observa que hay diferencia
estadisticamente significativa entre el tratamiento con el triazaspirano (10 pM) y el
control, lo que nos sugiere la efectividad del triazaspirano en la supresion de la

invasion celular.
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Figura 22. Ensayo de invasion celular: TRI-SR. Panel A) Curso temporal 24 horas. Las condiciones
son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM -(SR DMEM) 10 pM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona + DMEM - (SR D/SFB) 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona DMEM + SFB 5%- (SFB) DMEM + SFB 5% - (VEH) DMEM + Etanol 20%. Panel B) La grafica
representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son representadas
de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; (SR DMEM) 10 pM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona +
DMEM; (SR D/SFB) 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM
+ SFB 5%; (VEH) DMEM + Etanol 20%. CTRL=Control, SFB=Suero fetal bovino, VEH= Vehiculo.
Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante
una ANOVA de una via.
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5.4.2 Ensayo de invasion celular: TRI-BE

En la Figura 23 panel A se muestran los resultados del ensayo de invasion celular
del TRI-BE (10 pM), en un curso temporal de 24 horas de estimulo, mostrando que
hay una inhibicidon importante de la invasividad celular tras su aplicacion con
respecto al resultado obtenido cuando se utiliza unicamente suero fetal bovino al
5%. Los resultados que se muestran en la Figura 23 panel B fueron generados
mediante tres ensayos independientes, obteniendo una significancia estadistica
importante, por lo que se determina que el triazaspirano bajo estas condiciones

posee capacidad inhibitoria de la invasion celular.
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Figura 23. Ensayo de invasion celular: TRI-BE. Panel A) Curso temporal de 24 horas. Las
condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; (BE DMEM) 10 uM 8-Bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona + DMEM; (BE D/SFB) 10 upM 8-Bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%; (VEH) DMEM + Etanol
20%. Panel B) la grafica representa las £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las
condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; (BE DMEM) 10 pM 8-Bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona + DMEM; (BE D/SFB) 10 pM 8-Bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%; (VEH) DMEM + Etanol
20%. CTRL=Control, SFB=Suero fetal bovino, VEH=Vehiculo. Los asteriscos denotan significancia

estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.5 Determinacion de metaloproteinasas (MMP) 9 por zimografia

Tras la evaluacion de algunos de los fendmenos de actividad bioldgica asociados al
cancer (migracion e invasion), se optdé también por analizar la segregacion de
metaloproteinasas en las células tumorales PC3 tratadas con los triazaspiranos
investigados en el presente trabajo, ya que acorde a ciertos procesos de
sefalizacion celular en cancer, esta descrito que hay una mayor cantidad de
metaloproteinasas activas, las cuales tienen la capacidad de degradar la matriz
extracelular, al punto de ser consideradas como un factor predictor en el desarrollo

de la metastasis (83).

5.5.1 Determinacién de MMP-9: TRI-SR

El zimograma de la Figura 24 panel A permite observar como la adiccion del TRI-
SR (10 uM) genera una disminucion de la segregaciéon de MMP-9 en contraste con

la condicion control (DMEM). Por otro lado, es importante hacer mencion que en las

condiciones con suero fetal no se obtuvo un contraste ideal, debido al sesgo
generado por las proteinas que se encuentran en el SFB, no obstante, en la
determinacion de la MMP-2, en la condicién con el triazaspirano afiadido se puedo
apreciar también una disminucidén con respecto al control con SFB. Tras el analisis
estadistico realizado con los resultados de por lo menos tres experimentos
independientes, en el panel B de la Figura 24 se muestra una diferencia
estadisticamente significativa que denota una supresion en la segregacion de

MMP’S como consecuencia de la actividad del triazaspirano.

83



A Control

w 92 kDa

TRI-SR (M) - 10 10 -

SFB 5%

MMP-9 TRI-SR PC3
2.0

1.6+

. Control

MMPS
Veces del basal
®
1

D.O— T T

TRI-SR (uM)

SFB 5%

Figura 24. Determinacion de MMP-9: TRI-SR. Panel A) Curso temporal de 24 horas. Las condiciones
son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; (SR DMEM) 10 uM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona + DMEM; (SR D/SFB) 10 puM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Panel B) la grafica representa +D.E. de al menos
tres experimentos independientes. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha:
(CTRL) DMEM; (SR DMEM) 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona + DMEM; (SR D/SFB) 10
pM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL=
Control, SFB= Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.5.2 Determinacion de la MMP-9: TRI-BE

El triazaspirano TRI-BE, a una concentracién de 10 uM, mostré un notable efecto
supresor sobre la segregacion de MMP- 9. En la Figura 25 panel A se detalla la
capacidad inhibitoria observada en la condicion BE DMEM, donde tras contrastar la
presencia del triazaspirano contra el CTRL se puede apreciar la disminucion en los
cultivos de células tumorales PC3 tratados. En la Figura 25 panel B se puede
observar que hay una reduccion de mas del 50% en la segregacion de las enzimas
colagenasas por efecto del triazaspirano. Se muestran los resultados de al menos

tres estudios independientes.
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Figura 25. Determinacion de MMP-9: TRI-BE. Panel A) Curso temporal de 24 horas. Las condiciones
son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; (BE DMEM) 10 pM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona + DMEM; (BE D/SFB) 10 puM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona
DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Panel B) la grafica representa +D.E. de al menos tres
experimentos independientes. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL)
DMEM -(BE DMEM) 10 uM 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona + DMEM - (BE D/SFB)
10 uM 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%- (SFB) DMEM + SFB 5%.
CTRL=Control SFB=Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.6 Determinacion de la expresion proteica de las proteinas FAK y Src

La via de sefializacion FAK/Src esta asociada a multiples mecanismos relacionados
con el desarrollo del cancer, algunos de ellos son la migracion y motilidad celular
(78), como se ha mencionado previamente la migracion celular fue un factor que
también se evalu6 dentro de la investigacion, por lo tanto es importante dilucidar la
regulacion de la via a través del uso de los triazaspiranos empleados y ademas
establecer una asociacion entre la actividad de la via de sefalizacion FAK/Src y el

fendmeno de migracion celular.

5.6.1 Western blot p-FAK: TRI-SR

El analisis de expresion proteica de la Figura 26 panel A muestra el efecto inhibitorio
que la molécula TRI-SR ejerce sobre la expresion de la proteina p-FAK, esto

realizado en un curso temporal de exposicion a la molécula de 5, 15 y 30 minutos.

De forma interesante se observa inhibicion en la expresion de p-FAK con respecto
al grupo control de SFB, siendo el tiempo de 30 minutos el que presenta el mayor
efecto de inhibicion. En la Figura 26 panel B se observa el analisis estadistico
representativo de tres estudios independientes, sobre la expresion de la proteina p-
FAK, tras ser estimulada con la molécula TRI-SR, mostrando significancia
estadistica en las tres condiciones temporales empleadas (5, 15, y 30 minutos) en

relacion con el uso de SFB.
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Figura 26. Determinacion de la expresion de p-FAK: TRI-SR. Panel A) Curso temporal de 5, 15y 30
minutos. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-SR (5 min)
10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRI-SR (15 min) 10 uyM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona  DMEM + SFB 5%; TRI-SR (30 min) 10 pM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Min= Minutos. Panel
B) la grafica representa +D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son
representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRISR-5m 10 uM 13,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRISR-15m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-
2,4-diona DMEM + SFB 5% (SFB); TRISR-30m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM
+ SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL=Control SFB=Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan
significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.

5.6.2 Western blot p-FAK: TRI-BE

El analisis de expresion proteica esquematizado en la Figura 27 panel A muestra el
efecto inhibitorio del triazaspirano TRI-BE en la expresidén proteica de p-FAK en
células tumorales prostaticas PC3. Se puede apreciar que en las diversas
condiciones de tiempo hay un efecto inhibidor, sin embargo, se encuentra que a los
30 minutos de exposicion a la molécula el efecto es mayor. En la Figura 27 panel B
se muestran los resultados del analisis estadistico, obtenido a partir de al menos
tres ensayos independientes, encontrando que en las condiciones de 5 y 30 minutos

hubo una mayor significancia estadistica.
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Figura 27. Determinacion de expresion de p-FAK: TRI-BE. Panel A) Curso temporal 5, 15y 30
minutos. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-BE (5 min)
10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRI-BE (15 min) 10 uM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5% (SFB); TRI-BE (30 min) 10 puM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Min= Minutos. Panel
B) la gréfica representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son
representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRIBE-5m 10 pM 13,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRIBE-15m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-
2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRIBE-30m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM +
SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL=Control SFB=Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan

significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.6.3 Western blot p-Src: TRI-SR

En el analisis de la expresidn proteica de p-Src, se encontré que el TRI-SR (10 uM)
inhibié de forma significativa la expresion de p-Src en los distintos tiempos de
exposicion 5,15 y 30 minutos, esto se muestra en la Figura 28 panel A. La Figura
28 panel B muestra la diferencia significativamente estadistica de al menos tres
estudios independientes, lo que nos permite concretar que tras un estimulo con el

trizaspirano, hay una mejora en la regulacion de la via FAK/Src.

P-Src TRI-SR PC3

Figura 28. Determinacion de expresion de p-Src: TRI-SR. Panel A) Curso temporal 5, 15 y 30
minutos. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-SR (5 min)
10 puM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRI-SR (15 min) 10 uM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5% (SFB); TRI-SR (30 min) 10 puM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Min= Minutos. Panel
B) la gréfica representa +D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son
representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRISR-5m 10 uM 13,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRISR-15m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-
2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRISR-30m 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM +
SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan
significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.6.4 Western blot p-Src: TRI-BE

En la Figura 29 panel A se muestra el efecto inhibitorio del TRI-BE sobre la
expresion de la proteina p-Src, el cual es mayor dicho efecto a los 30 minutos de
exposicion. Los resultados que se muestran en la Figura 29 panel B corresponden

a tres experimentos independientes.
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Figura 29. Determinaciéon de expresion de p-Src: TRI-BE. Panel A) Curso temporal 5, 15 y 30
minutos. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM -TRI-BE (5 min)
10 uM 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%-TRI-BE (15 min) 10 pM 8-
bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5% (SFB)-TRI-BE (30 min) 10 puM 8-
bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5% -(SFB) DMEM + SFB 5%. Min=
Minutos. Panel B) la grafica representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las
condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRIBE-5m 10 uM 8-bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; TRIBE-15m 10 pM 8-bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona  DMEM + SFB 5%; TRIBE-30Om 10 pM 8-bencil-1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL=Control,
SFB=Suero fetal bovino. Los asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de una via.
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5.7 Evaluacién de la expresion proteica de E-cadherina y N-cadherina

Las cadherinas son proteinas que se les ha atribuido un valor importante como
marcadores asociados al cancer, principalmente relacionadas con la transicion
epitelio mesénquima responsable de factores promotores de la progresion tumoral
(70), por lo tanto, cobra relevancia el analisis sobre estas proteinas, particularmente
sobre la E-cadherina como marcador epitelial y N-cadherina denominada como
marcador mesenquimal y vislumbrar el grado de expresion proteica tras la

estimulacion con la moléculas propuestas.

5.7.1 Western blot E-cadherina: TRI-SR

En la Figura 30 panel A se muestra el resultado de la expresion de E-cadherina tras
el estimulo del triazaspirano en la linea celular tumoral PC3, donde a pesar de no
encontrar una diferencia estadisticamente significativa en relacion con el control

positivo (SFB), en la Figura 30 panel B se muestra que existen una tendencia al

incremento en la expresidn de la proteina E-cadherina.
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Figura 30. Determinacion de expresion de E-cadherina: TRI-SR. Panel A) Curso temporal de 24
horas. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-SR 10 uM
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Panel B) la grafica
representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son representadas
de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-SR-10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM
+ SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino. Los asteriscos
denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de

una via.
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5.7.2 Western blot E-cadherina: TRI-BE

La Figura 31 panel A muestra que después de la adicidon del triazaspirano no hay
cambios significativos en la expresion de E-cadherina, tras un curso temporal de
exposicion de 24 horas, en la Figura 31 panel B, tras el analisis estadistico de tres
estudios independientes, se observo valores muy similares en ambas condiciones
evaluadas TRI-BE y SFB.

Tx.
Control 1p.ge SFB

E-cadherina TRI-BE PC3
o - .
= 2004 |
o @ o
£ 3 150+
e <o
1004
g
2 504
- + - 0 T T
SFB 50/0 ] + + SFB 59/0 - - -

Figura 31. Determinacion de expresion de E-cadherina: TRI-BE. Panel A) Curso temporal 24 horas.
Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM -TRI-BE 10 pM 8-bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%-(SFB) DMEM + SFB 5%-(VEH) DMEM +
Etanol 20%. VEH= Vehiculo. Panel B) la gréfica representa +D.E. de al menos tres experimentos
independientes. Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-
BE-10 pM 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB
5%; (VEH) DMEM + Etanol 20%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino, VEH= Vehiculo. Los
asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una
ANOVA de una via.
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5.7.3 Western blot N-cadherina: TRI-SR

En la Figura 32 panel A se puede observar que después de un estimulo con el TRI-
SR (10 uM), hay una tendencia al incremento en la expresion de N-cadherina, sin
embargo, el analisis estadistico (Figura 32 panel B) de las condiciones empleadas

no se mostrd diferencias significativas entre las condiciones.
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Figura 32. Determinacion de expresion de N-cadherina: TRI-SR. Panel A) Curso temporal 24 horas.
Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM -TRI-SR 10 uM 1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4- diona DMEM + SFB 5%-(SFB) DMEM + SFB 5%. Panel B) la gréafica
representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son representadas
de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-SR 10 uM 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM
+ SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino. Los asteriscos
denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una ANOVA de
una via.

94



5.7.4 Western blot N-cadherina: TRI-BE

El resultado que se presenta en la Figura 33 panel A, muestra una tendencia a la
supresion en la expresion de N-cadherina con el estimulo del triazaspirano, no
obstante, en la Figura 33 panel B no se evidencian cambios estadisticamente

significativos entre las condiciones comparadas.

™.
Control TRI-BE SFB B

A (10 pM)

N-cadherina TRI-BE PC3

b L EC
g g 24
5=
R
S8
2§ 11
> .Control
- -+ - 0~ T
TRI-BE (IJM) TRI-BE (uM) - + 3
SFB 5% - + + SFB 5% - £

Figura 33. Evaluacién de la expresion de N-cadherina: TRI-BE. Panel A) Curso temporal 24 horas.
Las condiciones son representadas de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-BE 10 uM 8-bencil-
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. Panel B) |a gréfica
representa £D.E. de al menos tres experimentos independientes. Las condiciones son representadas
de izquierda a derecha: (CTRL) DMEM; TRI-BE 10 pM 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-
diona DMEM + SFB 5%; (SFB) DMEM + SFB 5%. CTRL= Control, SFB= Suero fetal bovino. Los
asteriscos denotan significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, evaluado mediante una

ANOVA de una via.
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6. DISCUSION

En varones mexicanos el cancer de prostata es uno de los principales problemas
de salud a nivel mundial, mostrando el mayor numero de casos de cancer en
varones en la poblacidon mexicana con un 29.9% (26,742 casos) (1). Esto resalta la
importancia de generar alternativas que sugieran una oportunidad para mejorar la
calidad y esperanza de vida del paciente con cancer. En los ultimos afios se han
elaborado y probado diversas moléculas con actividad anticancerigena,
particularmente llama la atencion la incursion de los compuestos espiro-
heterociclicos (92). Estas moléculas se han estudiado mostrando resultados
favorables como agentes quimioterapéuticos en distintos tipos de cancer, como en

el caso de tumores de mieloma, mama y leucemia entre otros (92,100-102).

Los compuestos de tipo espiro son aquellos que tienen una estructura formada por
dos anillos unidos ortogonalmente, estos compuestos suelen tener distintos
componentes heterociclicos logrando adquirir cierta similitud con algunas
macromoléculas como proteinas, permitiéndoles obtener la capacidad de

interaccionar de una forma mas sencilla en sistemas bioldgicos (92).

Dentro de las estructuras ciclicas pertenecientes al TRI-SR y TRI-BE (compuestos
de tipo espiro hidantoina), tenemos que la hidantoina es un compuesto usado para
una amplia variedad de enfermedades siendo destacada su propiedad

anticonvulsiva, antiflamatoria y antitumoral entre otras (103).

Ante los hallazgos encontrados surge la idea de probar la efectividad de compuestos
de tipo triazaspirano con estructura base de espiro hidantoina (1,3,8
triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona, 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona),
para investigar su potencial efecto de regulacion sobre los mecanismos de actividad
biolégica sobre células cancerosas y dilucidar su posible asociacion con la via de

sefalizacién FAK/Src implicada en el desarrollo del cancer (66,67).

Otro de los aspectos importantes, en relacién con los compuestos triazaspiranos,

es el hecho de que han sido sujetos a las reglas de Lipinski, dicha regla de caracter
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empirico permite conocer la posible solubilidad y permeabilidad de una molécula en
un sistema biologico. Es aceptada de forma concluyente debido a que considera
ciertas propiedades moleculares (tener un coeficiente de reparto octanol-agua (log
P) < 5, ademas de poseer un peso molecular < 500 uma, no debe contener mas de
cinco donadores de enlaces por puentes de hidrogeno y no debe contener mas de
diez aceptores de enlaces por puentes de hidrégeno) que tienen un impacto
importante en la farmacocinética del ser humano. Ambas moléculas empleadas en
la investigacion fueron probadas mostrando el cumplimiento de estos criterios,

manifestando una aprobacion en ambos casos (104).

Fendmenos con la migracion e invasion son aspectos intimamente relacionados con
el desarrollo tumoral, siendo factores imprescindibles para la generacion de
metastasis, a su vez, es considerada la mayor causa de muerte en los pacientes
(76,105). Tras identificar a la migracion e invasién como ejes fundamentales de la
progresion tumoral, centralizamos la atencidén sobre la via FAK/Src, misma que se
encuentra relacionada con el fenémeno de motilidad celular (99). Por esto, la
proteina FAK es de gran interés ya que se ha reportado una sobre activacion en
una gran variedad de tumores siendo considerada como un biomarcador de
metastasis (106), ademas de estar asociada a distintas vias relacionadas a la

supervivencia e invasion celular (107).

Por lo anterior, se seleccionaron a las proteinas FAK y Src para estudios de docking
molecular, donde tras los analisis in silico, el docking nos mostré diversas
interacciones entre la proteina FAK y los triazaspiranos evaluados, mostrando una
afinidad importante de ambas moléculas por los residuos Y397, Y576 y Y577 que
se localizan en el dominio cinasa. Es importante mencionar que dicha region es de
suma importancia debido a que tras la interaccion de diversos estimulos como los
asociados a proteinas G, la proteina FAK se autofosforila en dicha region, lo que
traen consigo el reclutamiento de Src, esto mediado por la alta afinidad a la regién
SH2 de la proteina Src, lo que genera la fosforilacion de diversos sitios (Y576, Y577)
en la proteina FAK, permitiendo que la proteina alcance su mayor capacidad
catalitica (108). Por otro lado, en el analisis de docking de la proteina Src, se
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encontré una afinidad considerable sobre la regidn de union a FAK, la region SH2,
por consiguiente, de acuerdo con las interacciones vistas en los estudios in silico
nos permitio6 deducir un posible efecto inhibitorio ejercido sobre esta via de
sefnalizacion, permitiendo dar un punto de partida para los estudios de actividad

bioldgica.

La capacidad migratoria e invasiva en las células tumorales es una de las mayores
problematicas, la sobreactivacion de vias como la de FAK/Src, promueven
fendbmenos como los mediados por las proteinas GTPasas (Cdc42, Rac, RhoC),
generando el reordenamiento del citoesqueleto celular mediante la formacion de
lamelopodios y la pérdida de interacciones célula-célula mediados por la proteina
E-Cadherina, propiciando en la célula la adquisicion de un fenotipo invasivo, a traveés
de la transicion epitelio mesénquima (TEM), lo que representa una caracteristica
importante para el desarrollo metastasico, lo que puede llegar a comprometer de
forma seria la esperanza de vida del paciente (109,110). En los estudios que se
realizaron de migracion celular, se pudo observar que las moléculas de tipo
triazaspirano inhiben la migracion de forma estadisticamente significativa, lo que se
corrobora con los estudios de Sulaiman et al. (14) y Mohan et al. (22), quienes en
sus trabajos hacen uso de una molécula de tipo azaspirano denominada CIMO,
siendo probada en células de hepatocarcinoma y cancer de mama respectivamente.
En los triazaspiranos estudiados en el presente trabajo se realiz6 una curva dosis
respuesta que fue desde la concentracion de 1 uM hasta los 50 uM, cabe mencionar
que se encontraron resultados con tendencia favorable desde la concentracion de
5 UM similar a la dosis implementada en las dos investigaciones citadas previamente
(14,22), no obstante se optd por seguir empleando la concentracién de 10 uM para
los demas experimentos ya que en dicha dosis los resultados tuvieron significancia
estadistica, siendo el 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona el que mostré un mayor
efecto a dicha concentracion. Asi mismo, en los ensayos de invasion celular, estudio
indispensable para evaluar la evolucion en la actividad celular de la enfermedad,
esto debido a que el resultado es indicador de distintos fendmenos relacionados con

la progresion tumoral, como es el caso de la migracién celular aunada a la
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capacidad aumentada de las células tumorales para segregar MMP’S, en nuestra
investigacion se encontraron efectos inhibitorios con el uso de ambas moléculas a
la concentracion de 10 puM, esto contra nuestro control de SFB, esto también
asociado con lo previamente reportado por Sulaiman et al. (14) y Mohan et al. (22).
Otro factor determinante en el analisis de la progresion tumoral, tiene relacién con
lo descrito por Juarez et al. (111), donde mencionan que la sobreactivacion de la
via FAK/Src trae consigo una mayor activaciéon y secrecion de MMP’S, la
sobreexpresion se correlaciona con la proliferacion e invasion celular ademas del
incremento en el tamano del tumor, en su trabajo se hace mencion particularmente
de las de tipo 2 y 9, siendo estas colagenasas, un factor determinante en el
desarrollo de la invasion debido a la propiedad que tienen en la degradacion de la
membrana basal por su afinidad al colageno tipo IV, V, VII, X y XIV, gelatina,
elastina, galectina-3 y fibronectina (111-114). El presente trabajo muestra una
importante capacidad reguladora de la segregacion de MMP’S, manifestando
niveles considerablemente menores con significancia estadistica en aquellas
condiciones tratadas con ambos trizaspiranos estudiados (10 uM), dicho hallazgo
se considera importante en el manejo de la regresion del fenédmeno TEM, ya que
Niland et al. (115) consideran que la TEM esta mediada por la actividad de las
MMP’S, debido a la pérdida de la polaridad y adhesion celular. En la investigacion
realizada por Amit-Vazina et al. (19), emplearon el azaspirano Atiprimod donde
encontraron que la concentracién de 8 uM inhibe la actividad de NF-kB, lo cual deja
de manifiesto una importante asociacion con nuestros hallazgos, esto debido a que
la actividad de NF-kB esta relacionado con la sobre expresion de MMP’S (116), lo
que podria indicar que nuestras moléculas tengan un posible efecto regulatorio
sobre dicha via de senalizacion, propiciando una nueva perspectiva para futuras

evaluaciones con las moléculas presentadas en esta investigacion.

Tras la evidencia en favor de la inhibicion de la actividad biologica en las células
cancerigenas PC3, se procedio a la obtencion de los ensayos de expresidn proteica,
esto con la finalidad de vislumbrar el posible mecanismo que explique este efecto

inhibitorio. Se buscé particularmente la expresion de la forma fosforilada de las
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proteinas implicadas en la via FAK/Src, esto debido a que es la forma activa tras
recibir su estimulo de activacion (67,108). En la actualidad existen algunos
compuestos que ya han sido probados con un potencial efecto inhibidor en la
quinasa FAK, como lo es TAE-226 asociado a la induccién de apoptosis, PF562271,
CEP-37440, ademas existen reportes de algunos inhibidores como lo son PF-271y
Y15, ambos compuestos siendo descritos con un mecanismo de accion dirigido al
bloqueo del residuo de Y397 de FAK, permitiéndoles ser catalogados como
bloqueadores de la tumorogénesis en cancer de mama (117-120). En los datos
obtenidos en este trabajo se aprecia un efecto inhibitorio a la concentracion de 10
MM de ambas moléculas en las células tumorales PC3, no obstante, el 1,3,8
triazaspiro [4.5] decano-2,4-diona mostrd, tras un mayor tiempo de exposicion, que
ejerce una mayor disminucién en la expresion de la proteina FAK fosforilada. Existe
evidencia de inhibicidon en la proliferacion de células de mieloma a través del uso de
las moléculas de tipo azaspirano, especificamente el Atiprimod, mostrando una
modulacién a través del bloqueo de la fosforilacién de proteinas clave como STATS3,
mostrando una inhibicidn maxima a la concentracion de 20 pM, por otro lado en un
estudio de igual forma se ve una disminucion de la forma fosforilada de AKT, esto
observado a diversas concentraciones que fueron de 0.5 a 5 pM, en las vias de
senalizacion de importancia en del desarrollo tumoral como lo son JAK-STAT3 y
PI3K/ Akt (14,18,121). Por lo anterior descrito hay evidencia que nos permitiria tener
un campo de accidn sobre otras vias de sefalizacién (JAK-STAT3 y PI3K/ Akt) para
la prueba de los compuestos de tipo triazaspirano y su asociacion como moléculas

reguladoras de la progresién tumoral.

Complementando los hallazgos previamente descritos, Src es considerada como
una proteina que sufre un incremento importante en su actividad catalitica en
distintos tipos de cancer invasivos, por lo cual, la inhibicion de su actividad se
considera importante para disminuir la capacidad migratoria e invasiva de las células
cancerigenas. Estudios preclinicos muestran algunos farmacos como el AZD0530
(tiene afinidad por el sitio de union a ATP) el cual ha mostrado efectos importantes

revirtiendo el fenotipo invasivo de células de cancer de mama. Siendo Src una
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proteina que participa en mecanismos de migracion y motilidad, asi mismo siendo
reguladora de vias de supervivencia y proliferacidén celular, Src se convierte en un
blanco trascendental para la regulacion en células tumorales. El Vandetanib es un
inhibidor de la familia de RET, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR) y Src entre otras
quinasas donde su actividad ha sido probada en carcinomas de tiroides (122-123).
En los resultados del presente trabajo se puede observar que tras la exposicién a
los distintos triazaspiranos usados a una concentracion de 10 pM, hubo una
disminucion significativa en distintas condiciones de tiempo con las moléculas
empleadas, encontrando que el 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona tuvo
el mejor efecto inhibitorio al mayor tiempo de exposicidon, mostrando un efecto

importante de supresion sobre los niveles de fosforilacién de Src.

Como se menciond anteriormente, uno de los factores desencadenados por la
sobreactivacion de la via de sefnalizacion FAK/Src, es la modificacidon de los
contactos célula-célula, mediados por las cadherinas, estas son glicoproteinas
transmembranales dependientes de calcio, vitales en el mantenimiento y forma de
la estructura celular y tisular (124). Es conocido que las cadherinas han sido
estudiadas con relacion a distintos tipos de cancer que van desde gastrico,
prostatico, de mama, entre otros (125). Resaltamos dos cadherinas de suma
importancia, la N-Cadherina y E-Cadherina. La N-Cadherina considerada como un
factor asociado a la progresion tumoral (incremento de migracién y motilidad
celular), entablando una relacidén con su expresion y el fenotipo de tipo invasivo o
mesenquimal, al punto de ser considerada como un biomarcador de la transicién
epitelio mesenquimal. Por su parte, E-Cadherina, la que normalmente se expresa
en el fenotipo epitelial, su pérdida de expresion en el ambiente celular condiciona a
futura metastasis (126,127). Por otro lado, existe un fendbmeno denominado “switch
de cadherinas”, que consiste en la disminucion de la E-Cadherina y el incremento
de la N-Cadherina, en el desarrollo tumoral. El rol que juega la E-Cadherina es
indispensable debido a que una pérdida de dicha proteina compromete de forma
importante la estabilidad celular (128,129). En la investigacion realizada se pudo
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observar que las moléculas de tipo triazaspirano (10 uM), sobre todo la molécula
1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona marca una tendencia a mejorar la expresion
de la E-Cadherina con respecto a la condicién que dispone unicamente de SFB
(condicidn que permite el crecimiento normal de las células tumorales). Por otro
lado, en la evaluacién sobre N-cadherina no se apreciaron cambios significativos,
no obstante el triazaspirano 8-bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona mostro
una tendencia interesante a suprimir la expresion de dicha proteina, tras los estudios
realizados, se replantea el tiempo de exposicion a la molécula, proponiendo tiempos
que vayan de las 24 horas que fue lo planteado en esta investigacion a un curso
temporal de 48 horas, o en su defecto un incremento en las concentraciones del

triazaspirano a utilizar realizando una curva dependiente de dosis respuesta.

Por lo anterior determinamos que las moléculas de tipo triazaspirano empleadas en
la investigacion, tienen importantes efectos inhibitorios sobre la actividad biolégica
de las células tumorales prostaticas PC3, esto demostrado en los ensayos de
migracion e invasion celular, aunado a esto, tras observar también un efecto de
disminucion en la segregacion de MMPS, se puede hacer menciéon que las
moléculas tiene un efecto importante en la disminucion de la progresion de
metastasis en las células tumorales PC3, el mecanismo de regulacion que
proponemos es descrito mediante la supresion de la via de sefalizacion FAK/Src,
relacionada con multiples efectos asociados a la progresion tumoral, como lo es la
migracion, invasion y angiogénesis, donde se pudo comprobar que los niveles de
fosforilacion de ambas proteinas de interés FAK y Src, se veian disminuidas en su
forma fosforilada (activa), por lo tanto esto nos permite dilucidar qué ocurre una
regulacion negativa de la via tras la interacciéon con las moléculas de tipo

triazaspirano propuestas.
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Via de senalizacion FAK/Src
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Figura 34. Via de sefalizacion FAK/Src.
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7. CONCLUSIONES

Se determina que las moléculas de tipo triazaspirano 1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-
2,4-diona y 8-Bencil-1,3,8 triazaspiro[4.5]decano-2,4-diona, tiene efecto inhibitorio

sobre la migracion celular en las células tumorales prostaticas PC3.

Los triazaspiranos en cuestion muestran un fendmeno de inhibicién en la invasién

celular en las células tumorales PC3.

Por otra parte, se encontré una disminucion en la segregacion de MMP-9 en las

células PC3, tras la adicion de los triazaspiranos empleados en el estudio.

Se observé una supresion de la expresion de las proteinas fosforiladas FAK y Src,

luego de ser tratadas con los triazaspiranos.

Finalmente se crearon las bases para seguir estudiando el uso de los triazaspiranos

como reguladores del fenémeno conocido como “switch de cadherinas”.
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Abstract: Cancer is a serious health problem due to the complexity of establishing an effective
treatment. The purpose of this work was to evaluate the activity of a triazaspirane as a migration and
invasion inhibitor in PC3 prostatic tumor cells through a possible negative regulation of the FAK/Sre
signal transduction pathway and decreased secretion of metalloproteinases 2 and 9. Molecular
docking analysis was performed using Moe 2008.10 software. Migration (wound-healing assay) and
invasion (Boyden chamber assay) assays were performed. In addition, the Western blot technique
was used to quantify protein expression, and the zymography technique was used to observe the
secretion of metalloproteinases. Molecular docking showed interactions in regions of interest of the
FAK and Sre proteins. Moreover, the biological activity assays demonstrated an inhibitory effect on
cell migration and invasion, an important suppression of metalloproteinase secretion, and a decrease
in the expression of p-FAK and p-Sre proteins in treated PC3 cells. Triazaspirane-type molecules have
important inhibitory effects on the mechanisms assocated with metastasis in PC3 tumor cells.

Keywords: prostate cancer; PC3; triazaspirane; FAK; Sec

1. Introduction

Prostate cancer (PCa) is a global public health problem. In 2020, PCa had the fourth
highest incidence, accounting for 7.3% of all cancers (1,414,259 reported cases) and the fifth
highest mortality rate, accounting for 3.8% (375,304 deaths) of all cancers [1]. Cancer is
considered a heterogeneous disease and is highly variable due to the constant change in its
molecular characteristics.

Metastasis is a biological process in which tumor cells spread to other organs, with
the main target organs being bone, lungs, liver, and the brain. In this phenomenon, tumor
cells acquire the ability to migrate and invade nearby tissues, such as pelvic lymph nodes,
and eventually spread to other organs. Metastasis is the leading cause of cancer death,
resulting in up to 90% of deaths in patients with cancer [2]. PCa is usually treated using
local surveillance and radiotherapy or radical prostatectomy; treatment choice is based
on clinical status and prostate-specific antigen levels. When the disease is in advanced
stages and has already invaded other tissues, androgen deprivation therapy by surgical or
chemical castration becomes an option; however, relapses can occur within 18-36 months,
suggesting resistance to treatment [3]. During prostate cancer treatment, patients may
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develop , sexual, or intestinal dysfunction, resulting in poor improvement in their
quality of life [4]. Therefore, pharmacological albernatives should be developed to improve
outcomes I patients with PCa. Azaspiran-type molecules are compounds that have been
associated with various beneficial effects, including their immunoregulatory capacity in
murine models with rheumatoid arthritis, decreasing the inflammatory response and
resulting in an improvement in the preservation of bone integrity [5,6].

On the other hand, antitumor effects have been described in azaspiran-type molecules.
In myeloma cells, N'N-diethyl-8 8-dipropyl-2-azaspiro[ 4,5 ]decane-2-propanamine (atip-
rimod) exhibits antiproliferative and antiangiogenic properties. Atiprimod modulates
these processes through activation of proapoptotic proteins such as caspase-3 and -8,
inhibition of Akt and STAT3 phosphorylation, and decreased production of vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) and interleukin. 6 (IL-6) [7,5], coupled with a decrease in
the protein expression levels of JAK2 and p-JAK2, negatively regulating the JAK-STAT
pathway [9,10]. In line with this notion, the antiproliferative effect of a derivative of the
type 1 oxa-3-azaspiro{5.5jundecane has been observed through the modulation of the
JAK2/STAT3 pathway in hepatocellular carcinoma and breast cancer cells, regardless of
estrogen receptor expression status [11,12]. Various studies have proposed new strategies
for the improvement of the quality of life of patients with PCa. Sulsiman et al. [11] demon-
strated that 2-(1-(4-(2-cyanophenyl)1-benzyi-1H-indof-3-y1)-5-{4-methoxy-phenyi)-1-oxa-3-
azaspiro(3 Shundecane (CIMO) suppresses colony formation and viability of MDA-MB-231
and MCF-7 breast cancer cells by inhibiting the overactivation of the STAT3 pathway, which
is strongly refated to the progression of different types of tumors. STAT3 has been assocated
with cancer cell growth, particularly in hepatocellular cardnoma, lymphoma, and multiple
myeloma, in the Suppiementary Figure S1. Some azaspiran-type molecules (Atiprimod and
CIMO) are observed, in addition to the structure of the molecule TRI-BE. The aim of the
present study was to evaluate the inhibitory effect of 8-benzyl-1.3 Briazaspirofd.5)decane-
2,4-dione (TRI-BE) on PC3 prostate cancer cells of a highly invasive and metastatic cell line,
as well ay migration and nvasion.

This is an explanatory, experimental, quantitative, in silico, and in vitro study using
the PC3 cell line. Our in silico data suggest that TRI-BE can interact with FAK and Sec. Ac-
cordingly, TRI-BE induces a decrease in FAK and Src phosphorylation levels, accompanied
by a decrease in MMP-9 secretion in PC3 cells. However, TRE-BE does not cause statistically
significant changes in E~cadherin and N-cadherin expression. Finally, TRI-BE induces a
decrease in tumor migration and invasion. In summary, our data show, for the first time,
that TRI-BE can inhibit PC3 prostate tumor cell migration and invasion.

2. Results
2.1. Molecular Docking: TRI-BE vs. FAK

In the present work, we proposed to evaluate various phenomena associated with
tumor progression, including cell migration and invasion, that are significantly related
to the FAK/Src signaling pathway. Therefore, a series of molecular docking tests was
performed between TRI-BE (the macromolecule) and FAK (the protein). The FAK structure
was obtained from the Protein Data Bank: 1MP8 crystal structure of focal adhesion kinase
(FAK) (PDB hittps: / /desi,org / 10,2210/ pdbI M8 /pdb). The results are shown in Table 1; the
three highest-affinity interactions between the conformers obtained from triazaspirane with
FAK can be observed. The highest-affinity value obtained an E-score of —7.7878 keal /mol,
the interaction of which is shown in Figure 1A; followed by the conformer, which exhibited
an interaction with an E-score of —7.7637 kcal/mol {Figure 1B); and finally, the interaction
with an E-score of —7.6901 keal/ mol comesponding to the interaction of a third conformes
(Figure 1C).

130



131



D

'
o
F
(-_/
~
Ague 1 tn ¢ IR ~d | s
479 heal ) N STy —
(AR08 . ¢ ADC X

132



Malocwles 2003, 28, &M

SoE0

Table 1. The highest-affinity E-score values obtained from molecular docking of TREBE and FAK.

Analysis E-Score (kcal/mal)
FAK TRIBE(A) ~7.7878
FAK TRI-BE (B) ~77637
FAK TRI-BE (C) ~7.6%01

The most representative interactions of the different conformers obtained from the
docking between TRI-BE and FAK (Figure 1) were as follows: a cation—pi interaction
between the TRI-BE and Arg 598 residue and a hydrogen bond interaction between the
TRI-BE and Ser 664 (Figure 1A); a hydrogen bond interaction between the TRI-BE and
the Thr 491 residue side chain (Figure 1B); and a hydrogen bond interaction between the
TRI-BE and the Thr 600 side chain (Figure 1C).

2.2. Molecular Docking: TRI-BE vs. Src

To study the possible interaction between TRI-BE and Src using molecular docking, the
Src structure was obtained from the PDB database. The 1FMK crystal structure of human
tyrosine-protein kinase C-Sec (PDB https:/ /doiorg/ 102210/ pdb1FMK / pdb) was selected
as the protein. Table 2 shows the three most significant E-score results. Figure 2A shows
the highest-affinity interaction (E-score: —B.2888 keal /mol), Figure 2B shows the average
E-score interaction (—7.9860 keal/maol), and Figure 2C shows the lowest-affinity interaction
(E-score: —7.5069 kcal /mol).

Table 2. The highest-affinity E-score values obtained from molecular docking of TRI-BE and Src.

Analysis E-Score (kcal/mol)
Sec TRI-BE (A) ~ 82588
Src TRI-BE (B) ~ 79860
Sec TREBE (C) ~ 78069

The most representative interactions of the different conformers of TRI-BE and Src
(Figure 2) were as follows a hydrogen bond interaction between TRI-BE and residue
Glu 147 residue and another hydrogen bond interaction with Tyr 90 residue side chain
(Figure ZA); no direct interactions between TRI-BE and Sec (Figure 2B); and a hydrogen
bond interaction with the Glu 147 residue (Figure 2C).

The three conformers with the lowest binding energy were selected, as they are
indicative of a higher degree of affinity to bind to the amino acids of a specific region of
the FAK and Src proteins. These values are influenced by the interactions present in the
coupling, such is the case of van der Waals, electrostatic, hydrogen bond, and hydrophobic
interactions [13]. As shown by the interactions presented in Figure 3A, the coupling of
TRI-BE with FAK, at keast theoretically, has a great affinity for the region of the kinase
domain, which is an important domain, since it generates the phosphorylation of target
proteins downstream of FAK that lead to adhesion, spreading, migration, and metastasis.
Moreover, catalytic site-binding proteins such as FIP200 have been shown to inhibit FAK
activity [14).

:)cy\tl'teoﬂ\ethx\d,incunbination with the Src protein shown in Figure 3B, the
selected TRE-BE conformers show higher affinity for the SH2 and SH3 domains, which are
for interaction with proteins. In particular, the binding of TRI-BE to the SH2 domains in Sec
would block the recognition and interaction with the phosphorylated Y397 residue of FAK,
suppressing the activation of the FAK /Src pathway [15] accompanied by a lower migratory
and invasive capacity of cancer cells. This mechanism would explain the inhibitory effect
of TRI-BE on the migration and invasion of PC3 cells.
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Figure 2. Molecular docking of TREBE and Src.  (A) The highest-affinity interaction (E-score! —~B.2888 kcal /mol). (B) Mean affinity interaction (E-score

79860 kcal/mol). {C) The lowest-affinity interaction (E-score: — 7.8069 kcal /mol). The 2D and 3D structures are shown on the left and right, respectively
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Figure 3. Theoretical interactions between TRIBE and FAK (A) and Src (B) evaluated using molecu-
Lar docking,

23. TRI-BE Inhitits PC3 Cell Migrataon

First, we evaluated the impact of TRI-BE on cell viability. Our data indicate that 10
uM TRI-BE does not affect the viability of PC3 cells. We decided to study the effect of
TRI-BE on PC3 cell migration using wound-healing assays. PC3 cells treated with TRI-BE
showed a lower migratory capacity than control cells (Figure 4A) and exhibited the greatest
inhibitory effect at 50 uM.
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Figure 4. TRI-BE inhibits PC3 cell migration. (A} Cell viability was evaluated by MTT assav. (B) A
24 h ime course. Treatments are plotted from left to nght: (control) DMEM; (TRI-BE 10 M) 10 uM
TRI-BE + DMEM + FBS 5%; (TRI-BE 20 uM) 20 uM TRI-BE + DMEM + FBS 5%; (TRI-BE 50 M)
50 uM TRLBE + DMEM + FBS 5%; (FBS) DMEM + FBS 5%; (vehide) DMEM + ethanol 20%. (C) The
graph represents the mears of each treatment = SD of at keast three independent experiments. CTRL
« control, DMEM « Dulbecco’s Modified Eagle Medium, FBS « fetal bovine serum, SD « standard
deviation. Asterisks indicate statistical significance; * p <005, ** p< 0,01, *** p < 0.001, as assessed
using one-way analysis of vanance (ANOVA) with Dunnett’s test.
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2.4. TRI-BE Promotes a Decrease in the browsive Capacity of PC3 Tiomor Cells

The negative effect of TRE-BE on cell invasion was observed over a 24 h time course of
stimulation (Figure SA), suggesting that cell invasiveness was significantly inhibited upon
application of TRI-BE compared to the positive control with 5% fetal bovine serum.

Coil invanion TR-BE PCI
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=y |
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.
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Figure 5. TRI-BE decreases the invasive capacty of PC3 cells. (A) A 24 h time course. Treatments ane
plotted from left to Aght (control) DMEM; (TRI-BE) 10 uM TRI-BE + DMEM; (TRI-BE /FBS) 10 M
TRI-BE « DMEM « FBS 5%, (FBS) DMEM + FBS 5%, (Viehicle) DMEM + ethanol 20%, (B) The graph
represents the means of cach treatment £ SD of at least three independent experiments. Asterisks
indicate statistical significance; * p < 005, ** p < 001, *** p < 0001, assessed using one-way ANOVA
with Dunnett’s test.
2.5. TRI-BE Induwces a Decrease in MMP-9 Secretwon
TRI-BE at a concentration of 10 pM showed a remarkable suppressive effect on MMP-9
secretion (Figure 6A,B). TRI-BE reduced MMP-9 secretion by more than 50°% (Figure 68).
MMP-9 TRI-BE PC3
A
Control
TRI-BE {10 ym) - +
ris e = -

oS . -

Figure 6. Effect of TREBE on MMP-9 secretion. (A) A 24 h time course. Treatments are plotted
from left to nght: {(control) DMEM; (TRI-BE) 10 uM TRE-BE + DMEM; (TRI-BE /FBS) 10 uM TRI-BE +
DMEM + FBS 5%, (FBS) DMEM + FBS 5% (B) The graph represents the means of each treatment =+ SD
of at Jeast three independent experiments. Asterisks indicate statistical significance; * p < 0.05, as
assessed using one-way ANOVA with Dunnett’s test.

2.6. TRI-BE Promwtes a Decrease in Phosphongation Levels of FAK and Sre

We evaluated the effect of TRI-BE in regulating the activity of the FAK/Src signaling
pathway and its impact on cell migration. As seen in Figure 7A, TRI-BE treatment induced
a decrease in phosphorylated FAK (p-FAK) levels, with maximum inhibition at 5 min.
Inhibitory effects were observed at the three time courses; however, TRI-BE had the greatest
effect after 30 min of exposure.
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Figure 7. TRI-BE induces 2 decrease in phospharylated FAX (p-FAK) devels. (A) Timwe courses of 5, 15,
and 30 mun. Treatments are plotted from left to nght: (control) DMEM; TRI-BE (5 min) 10} uM TRI.BE
+ DMEM + FBS 5%; TRI-BE (15 min) 10 TRI-BE « DMEM + FBS 5% (FBS); TRI-BE (30 Min) 10 M
TRI-BE + DMEM + FBS 5%, (FBS) DMEM + FBS 5% (B} The graph represents the means of each
treatment = S of at least three independent experiments. Asterisks indicate statistical significance;
**p <001, ** p <0001, 25 assessed using onesway ANOVA with Dunnett’s test

Figure SA shows the inhibitory effect of TRI-BE on phosphorvlated Sec (p-5rc) ex-

pression, which was highest after 30 min of exposure. The results shown in Figure 5B
correspond to three independent experiments.
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Figure 8. TRI-BE induces a decrease in p-Sec levels in PC3 cells. (A) Temporary courses of 5, 15, and
30 mun. Treatiments are plotted from keft to right: (CTRL) DMEM; TRE-BE (5 min) 10 M TRI-BE +
DMEM + FBS 5%; TRI-BE (15 min) 10 oM TRLBE + DMEM + FBS 5%, TRE-BE (30 min) 10 TRI-BE +
DMEM + FBS 5% (FBS) DMEM + FBS 5% (B) The graph represents the means of each treatment + SD
of at least three independent experiments. Tx = treatment. Asterisks indicate statistical significance;
* p<Q05, * p <001, as sssessed using one-way ANOVA with Dannett’s test

138



Malacawdes 2003, 28, M

1 E20

A

TRI-BE (10 yM)

FBS 5%

2.7. Evaluation of E- and N-Cadherin Expression

Figure YA shows that there was no significant change in E-cadherin expression after
the addition of TRI-BE after a 24 h time course of exposure. After statistical analysis of
three independent studies, very similar values were observed in both evaluated treatments
(Figure 9B, with and without TRI-BE and FBS).
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Figure 9. Effect of TRLBE on E-cadherin expression levels. (A) A 24 h time course. Treatments are plot-
ted from Jeft to right: (coatrod) DMEM; TRI-BE 10 uM TRI-BE « DMEM + FBS 5%; (FBS) DMEM + FBS
5%. (B) The graph represents the means of each treatment £ SD of at least theee independent experi-
ments. Astensks indicate statistical significance; *** p < 0.001, a5 assessed using one-way ANOVA
with Dunnett’s test.

TRI-BE tended to suppress N-cadherin expression (Figure 10A); however, no statisti-
cally significant changes were evident between the compared treatments (Figure 10B).
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Figure 10. Effect of TRI-BE on N-cadherin expression levels. (A} A 24 h time course. Treatments
are plotted from left to right: (control) DMEM; TREBE « DMEM + FBS 5%; (FBS) DMEM + FBS 5%.
(B) The graph represents the means of cach treatment = SD of at least three independent experiments
evaluated using onevway ANOVA with Dunnett’s test
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3. Discussion

Prostate cancer is a major global health problem and is the most prevalent cancer in
Mexican men, representing 29.9% of new cases of cancer in men (26,742 cases) in 2020 [1].
This highlights the need for diagnostic and therapeutic alternatives to improve the quality
and life expectancy of patients with prostate cancer, especially in hormone-refractory
tumors. One of the main problems faced by patients with advanced prostate cancer is
resistance to androgen deprivation therapy (ADT), which is performed by surgical or
chemical castration. However, even with ADT, the disease will progress to castration-
resistant prostate cancer (CRPC). Approximately 90% of patients with CRPC develop bone
metastases, which are related to mortality associated with the disease [16,17]. In recent
years, a wide variety of molecules with anticancer activity has been developed and tested,
particularly the use of spiro-heterocyclic compounds [15]. These molecules have been
studied as antifumor agents, with favorable results in different types of cancer, such as
myedoma, breast cancer, and acute myeloid keukemia [18-21]. Considering these findings,
we propose determining the potential regulatory effect of triazaspirane derivatives with
spiro-hydantoin-based structure (TRI-BE) on the mechanisms of biological activity in
cancer cells and elucidating their passible association with the FAK/Src signaling pathway
involved in the development of cancer [15,22).

Spiro-type compounds are those that have a structure formed by two orthogonally
jomned rings; these compounds usually have different heterocyclic components, managing
to acquire a certain similarity with some macromolecules, such as proteins, allowing them
to interact with proteins in complex biological systems [15].

In multiple cancer models, azaspirans and their derivatives have been tested as in-
hibitors of some tyrosine kinase proteins related to tumor progression, such as atiprimod
(JAK2/JAKS inhibitor) and lestaurtinib (JAK2 mhibitor), which present different tumor
inhibition mechanisms [11,12]

In particular, the cyclic structure of TRI-BE is the spiro-hydantoin type, and hydantoin
has been used for a wide variety of pathologies, most notably owing to its anticonvulsant,
anti-inflammatory, and antitumor properties, among others {27].

An interesting aspect regarding compounds with potential biological activity is the
evaluation of the application of Lipinski's rules, which empirically determine the potential
solubility and permeability of a molecule in a biological system. Analysis of a molecular
structure based on these rules & conclusively accepted because they are based on certain
maolecular properties, such as having an octanol / water partition coefficient (log F) < 5, with
a molecular weight < 500 amu, containing no more than five hydrogen bridge donors and
no more than ten boad hydrogen bridge acceptors. Lipinski’s rules have a major impact
on human pharmacokinetics. TRI-BE meets these aforementioned critenia, suggesting that
it can be potentially used as a cancer drug, owing to its ability to diffuse in a biological
system [24].

Cell migration and invasion are closely related to tumor development and are crucial
factors in metastases, which, in turn, ane considered the main cause of death in patients with
cancer [25,76). After identifying migration and invasion as fundamental processes in tumor
progression, we focused on the FAK/Src pathway, which is related to cell motility [14].
FAK is of great interest since it has been reported to be overactivated in various tumors, &
considered a biomarker for metastasis [27], and is associated with different pathways related
to cell survival and invasion [28). Therefore, FAK and Src were selected for molecular
docking studies with TRE-BE. In silico analyses, docking showed various interactions
between FAK and TRI-BE, suggesting that TRI-BE has an important affinity for Y397, Y576,
and Y577 residues located in the kinase domain (Figure 3A). It is important to note that the
kinase domain is highly relevant because it interacts with various stimuli, such as those
associated with G proteins. 1t is also the region where FAK is autophosphorylated, Jeading
to Src recruitment, which is mediated by high affinity to the SH2 region of the Sec and
results in the phosphorylation of various sites (Y576, Y577) m FAK, allowing the protein
to reach its greatest catalytic capacity [29]. Furthermore, in the docking analysis of Sec, a
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considerable affinity to TRI-BE was observed in the FAK-binding region, the SH2 region
(Figure 3B). Therefore, we can deduce a possible inhibitory effect exerted on this signaling
pathway, which may serve as the basis for subsequent biological activity studies.

The migratory and invasive capacity of tumor cells is 2 major challenge in the field of
ancology. Overactivation of pathways, such as FAK /Sec, promote phenomena such as those
mediated by GTPases (for example, Cded2, Rac, and RhoC) and causes the rearrangement
of the cellular cytoskeleton through the formation of lamellipodia and the loss of cell-cell
interactions mediated by E-cadherin. This promotes the acquisition of an mvasive pheno-
type in the cell through EMT, which represents an important characteristic for metastatic
development, a phenomenon that seriously compromises the life expectancy of patients
with cancer [30,31]. In the present work, cell migration studies confirmed that TRI-BE
significantly inhibits PC3 cell migration. These results are comparable to those reported by
Sulaiman et al. [11] and Mohan et al. [12], who found that azaspirane derivative CIMO had
an inhibitory effect on hepatocarcnoma and breast cancer cell migration, respectively. In
our study, a dose-response curve was constructed, with concentrations ranging from 1 to
50 uM, to evaluate the effect of TRI-BE on cell migration. It should be noted that our results
showed a favorable trend from 5 uM, a dose similar to that used in the abovementioned
studies [11,12); however, 10 pM was used for subsequent experiments to achieve clear
statistical significance. Likewise, in the cell invasion assays, an indispensable study to
evaluate tumor progression, we found that TRI-BE at 10 uM had an inhibitory effect against
our control FBS, also showing a relationship with the results reported by Sulasiman et al [11]
and Mohan et al. [12].

Another determining factor of tumor progression analysis is related to a study by
Juarez et al. [32], who propased that overactivation of the FAK/Src pathway leads to greater
activation and secretion of MMPs, correlating with an increase in tumor proliferation and
invasion. In their work, the authors mentioned that the collagenases MMP-2 and -9 are
determining factors in the invasion process due to their ability to degrade the basement
membrane of tumor cells, owing to their affinity for collagen types IV, V, VII, X, and XIV;
gelatin; elastin; galectin-3; and fibronectin [32-35]. In the present study, an important
regulatory capacity for MMP-9 segregation was demonstrated, with statistically signifi-
cantly lower levels observed when treated with TRI-BE at 10 pM. This finding is important
for EMT management; Niland et al. [36] determined that EMT was mediated by MMP
activity due to loss of polarity and cell adhesion. Amit-Vazina et al [§] used the azaspirane
2-(3-diethylaminopropyl)-8,8-dipropyl-2-azaspiro[d 5|decane-dimaleate (atiprimod) and
found that it inhibited NF-kB activity in multiple myeloma cells at 8 uM. These results have
important assocation with our findings because NF-kB activity is related to the overexpres-
sion of MMPs [37], which could indicate that TRI-BE has a possible regulatory effect on the
FAK /Src signaling pathway; however, additional experiments are required to corroborate
this hypothesss.

After confirming that the inhibition of PC3 cancer cell migration and invasion by
TRI-BE, protein expression assays were perfntma:l to elucidate a possible mechanism that
explains this inhibitory effect. The expression of the phosphorylated FAK and Sec was
evaluated, as they are the active forms associated with tumor progression [22,29]. Several
compounds, such as TAE-226, which is associated with apoptosis induction; PF562271; and
CEP-37440, have already been shown to inhibit FAK kinase. In addition, inhibitors such
as PF-271 and Y15, the mechanism of action of which involves block FAK residue Y397,
are considered potential blockers of tumorigenesis in breast cancer [38-41]. The results of
this work indicate a suppressive effect of TRI-BE at 10 uM on the expression of p-FAK in
PC3 tumor cells. Azaspirane-like molecules, specifically atiprimod, inhibit myeloma cell
profiferation by modulation, which involves blocking the phosphorylation of key proteins,
such as STAT3, with a maximum inhibition at 20 pM. Conversely, Choudhari et al. [42]
noted a decrease in phosphorylated AKT (pS473-AKT) at concentrations of atiprimod
ranging from 0.5 to 5 uM in other signaling pathways that determine tumor development,
such as JAK-STAT3 and PI3K/Akt [7,11,42]. Taken together, it is worthwhile to evaluate
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the effect of TRI-BE and other triazaspiranes on other signaling pathways (for example,
JAK-STAT3 and PI3K/Akt) and establish their potential effect as molecules that regulate
tumor progression.

Src is a protein whose catalytic activity significantly increases in different types of
invasive cancer; therefore, inhibiting its activity is important to decrease the migratory
and invasive capacity of cancer cells. Preclinical studies have shown that certain drugs,
such as AZD0530 (which has an affinity for the ATP binding site in Src) and vandetanib
(vascular endothelial growth factor receptor-2, epidermal growth factor receptor, and RET
tyrosine kinases inhibitor) have important effects in reversing the invasive phenotype of
breast cancer cells. Because Src participates in migration and motility mechanisms, as well
as in the regulation of cell survival and proliferation pathways, it is a therapeutic target in
tumor cell regulation [43,44]. The results of the present work show that exposure to TRI-BE
at 10 uM caused a significant decrease at different exposure times, with a greater inhibitory
effect at the longest exposure time (30 min), inducing an important suppressive effect on
Src phosphorylation levels.

As mentioned above, one of the factors triggered by the overactivation of the FAK /Src
signaling pathway & the modification of cell—cell interactions mediated by cadhering, which
are calcium-dependent transmembrane glycoproteins that are vital to the maintenance
and shape of cell and tissue structure [45]. Cadherins have been studied in relation to
different types of cancer, such as gastric, prostate, and breast cancers [46). N-cadherin is
associated with tumor progression (increase in cell migration and motility), establishing a
relationship with its expression and the invasive or mesenchymal phenotype, to the point
of being considered a biomarker of EMT. A significant decrease in E~cadherin expression,
which is normally expressed in the epithelial phenotype, may affect metastasis [47,45]
Furthermore, cadhenin switching involves decreases and increases in E- and N-cadherins,
respectively, a phenomenon that is observed in tumor development. The role of E~cadherin
is indispensable because a loss of this protein significantly compromises cell stability [49,50].
In this work, we observed that TRI-BE (10 uM) had a marked tendency to improve E-
cadherin expression in the treatment with only FBS (under normal conditions for tumor
cell growth). Conversely, N~cadherin expression was not significantly affected; however,
TRI-BE tended to suppress N-cadherin expression. New experiments should be conducted
with the exposure time to TRI-BE increased to 48 h and its concentration increased using a
dose-response curve ranging from 10 to 30 uM.

Consequently, TRI-BE has important inhibitory effects on the biological activity of
PGS prostate tumor cells that were demonstrated in the migration and cell invasion assays,
along with a decrease in MMP-9 segregation, which led to a decrease in the progression
of metastasis in PC3 tumor cells. We propose a regulatory mechanism that involves the
suppression of the FAK/Src signaling pathway, which is related to multiple factors assoc-
ated with tumor progression, such as migration, invasion, and angiogenesis (Figure 11),
verifying that the phosphorylation levels of both proteins of interest, FAK and Src, were
lower in their phosphorylated {active) form. This elucidates that a negative regulation of
the pathway occurred after the interaction with the tnazaspirane-like molecule.
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Signaling pathway: FAK/Src

Figure 11. The FAK/Src signaling pathway. Association of the FAK /Sec signaling pathway with
various mechanisms involved in tumor progression (angiogenesis and cell migration and invasion).
[from the figure Alopodia formation]

4. Materials and Methods
4.1, Molecular Docking

Molecular docking analysis was performed using the Molecular Operating Envi-
ronment (MOE) 2008.10 program {Chemical Computing Group Inc., Sherbrooke St. W,
Mantreal, QC, Canada). TRE-BE ligand design was performed using the Conna program
(Molecular Networks GmbH Computerchemie, Niimberg Germany). FAK and Src were
obtained from the Protein Data Bank (PDB): IMPS crystal structure of focal adhesion ki-
nase (FAK) (PDB httpsc//doiorg/10.2210/ pdbIMP8/pdb) and IFMK crystal structure
of human tyrosine-protein kinase C-Src (PDB https:/ /doiong /102210 / pdb 1 FME/ pdb).
The generation of the respective TRI-BE conformers to be evaluated was performed using
Moe 2008.10. The pmte'insof interest, FAK and Src, were prepared fotcoupling wusing Moe
2008.10 by efiminating water molecules, protonating, and selecting the force field. Molecu-
lar coupling of TRI-BE with FAK or Src was performed by selecting the three highest-affinity
E-Scores. The 2D and 3D images of the interaction site between the involved amino acids
and the TRI-BE ligand were generated.

4.2, Compound Preparation

The TRI-BE molecule was synthesized at the Graduate and Research Center of the
Technological Institute of Tijuana, Baja California, according to the methodology described
by Rivero et al. [51]. Once the compound was obtained in its pure state, it was diluted in
a 20 (v/v) ethanol solution (vehicle) to a concentration of 1 pM (stock solution). Subse-
quently, the stock solution was used to stimulate the PC3 cell caltures at the concentrations
indicated i the experiments.
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43. Standardization of PC3 Cell Line Culture

The standardization of the PC3 prostate cancer cell line consisted of incubating the
cultures in 100 mm diameter boxes with Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
supplemented with 3.7 g /L sodium bicarbonate, 5% FBS, and antibiotic-antimycotic 100 x
(penicillin and streptomycin, Giboo, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) in a
humid atmosphere with 5% CO; and 95% oxvgen at 37 °C.

4.4, MTT Assay

Cell viability was assessed by an MTT reduction assay under different conditions for
24 h. First, cells were seeded onto 96-well plates at a 150,000 cells / well density and allowed
to grow at 90% of confluence. Next, the culture medium was replaced with an Opti-MEM
medium. After 2 h under this condition, cells were treated in several experiments. Later,
30 pl of an MTT 2.1 mg/ml stock solution was added to the culture medium to obtain
a final concentration of 0.5 mg/ml. Formazan crystals formed after 4 h of incubation
were further dissolved by adding buffer lysis (20% sodium dodecyl sulfate, 50% N N-
dimethylformamide, pH 4.0) according to a previous report [52]. Finally, optical density
was measured at 570 nm using a microplate reader.

&5. Wound-Healing or “Scratch” Migration Test
PC3 cell cultures were stimulated with TRE-BE to assess their inhibitory capacity on
cell migration using the wound-healing assay (also called “scratch™ assay) as previously
[53]. A PC3 cell culture with 100% confluence was suppressed with DMEM
without FBS for 18 h and treated with mitomycin C for 2 h. After suppression, scratching
or “wounding™ was performed using the tip of a sterile 200 ul. pipette; then, cultures were
washed once with phosphate-buffered saline (PBES) 1% to remove suspended cells. The
PC3 cells were then stimulated for 24 h with TRI-BE. After stimulation, the cells were fixed
with cold methanol and stained with Coomassie Brilliant Blue G-250 in 10% acetic acid and
30% methanol (Coomassie Brilliant Blue GG-250, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and washed
thrice with PBS 1X. Cell migration within the wound was photographed using a Vista
Vision-VWR inverted microscope (Radnor, PA, USA) with a Moticam 5 coupled camera
(Hong Kong).

4.6. Bowelen's Chamber InvasionAssay

Invasion tests were performed in Boyden chambers using filters with 8 um diameter
pores [33) PC3 cells were suppressed with FBS for 18 h. Matrigel BD (15 uL) and 45 plL of
DMEM were placed in the inserts at the top of the chamber, then placed in the incubator
for 30 min until the Matrigel BD and DMEM solidified. Subsequently, cell passaging was
performed by placing 100 pL of cells per treatment on the solidified Matriged in the Boyden
chamber. A final volume of 800 ul. of the corresponding DMEM, DMEM + FBS, and
DMEM + FBS + TRI-BE treatments was placed at the bottom of the chamber. The cells
were incubated under these treatment conditions for 24 h at 37 °C, after which the medium
was aspirated from the compartments; the cells were fixed with cold methanol for 10 min,
and cells that did not migrate were removed from the top of the chamber using a cotton
swab. After performing this procedure, the cells at the bottom of the chamber were stained
with Coomassie Brilliant Blue G-250 for 10 min. Membranes were washed thrice with
double distilled water, and finally, the presence of cell mvasion was identified by analyzing
the Boyden chamber membrane using a Vista Vision-VWR inverted microscope with a
Moticam 5 coupled chamber.

4.7, Immunodetection (Western Blotting)

PC3 cell cultures stimulated with TRI-BE were lysed for protein quantification wsing a
BCA Pierce™ Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific™, USA) according to the manufac-
turer's mstructions. These lysates were electrophoresed on acrylamide gels (30%, 29:1 acry-
lamide/ Bis solution, BIO-RAD) with 10% sodium dodecy! sulfate (SDS)-polyacrylamide
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gel electrophoresis to separate the prodeins, which were transferred to a polyvinylidene
fluoride (PVDF) membrane. The PVDF membranes were blocked with 5% milk for 2 b, then
incubated overnight with the primary antibody diluted to 1:500 at 4 °C. The following anti-
bodies wene used: anti-p-FAK-Tyr397, anti-p-Src-Tyrd 18, anti-E-cadherin, anti-N-cadherin,
anti-f-actin, total anti-FAK, and tofal anti-Src.  After incubation, the membranes were
washed thrice for 10 min with PBS 1x with 0.1% Tween, then incubated with »
specific secondary antibody (1:5000 dilution) after peroxidation for 2 h at 37 °C with
shaking and washed thrice for 10 min with PBS 1< with 0.1% Tween, produang chemilu-
minescence. Autoradiographs were scanned, and the bands were quantified using Image|
1.52a (Bethesda, MD, USA).

4.8, Zymogruphy

Confluent PC3 cell cultures were treated with TRI-BE (20% ethanol was used as
the vehicle) and only FBS for the positive control. Conditioned (treated) media were
collected and concentrated using Centricon centrifugal filters (Millipore) at 2500 rpm for
2 h. Equal volumes of concentrated conditioned medium werne mixed with sample buffer
(2.5% SDS, 1% sucrose, and 4 ug/mL phenol red) without reducing agents and loaded onteo
8% acrylamide gels (30%, 29:1 acrylamide/Bis sotution, BIO-RAD) copolymerized with
gelatin at 1 mg/ml.. The gels were washed twice in 25% Triton X-100 and incubated in
activation buffer (50 mM Tris-HCL, 5 mM CaCla, pH 7.4} at 37 °C for 24 h. The gels were
fixed and stained with Coomassie Brilliant Blue G-250. Proteolytic activity was detected
with the presence of clear bands against the stained background of an undigested substrate.
Gels were scanned, and bands were quantified using Image] 1.52a.

4.9, Statistical Analysis

Data were expressed as the mean of each experimental treatment £ standard deviation
and subjected to one-way ANOVA with Dunnett’s test. For differences between groups, a
significance value (a) of p < 0.05 was used. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism version 8.0.2 for Windows (Boston, MA, USA) [54)

5. Conclusions

The molecule 8-benzyl-1,.3 8-triszaspirofd.5|decane-2 4-dione (TRE-BE) exhibited an
inhibitory effect on PC3 prostate tumor cell migration and invasion. Furthermore, MMP-
9 segregation decreased in PC3 cells. In addition to a suppression of the expression of
phosphorylated FAK and Sec after treatment with TRI-BE, which is related to the inhibitory
effect of the molecule. This work provides a foundation for future studies on the use of
triazaspiranes as regulators of “cadherin switching™.

Supplementary Materlals: The following supporting Information can be downloaded at
https:/ /www.mdpl.com /artiche / 105590/ molecules28 113524 /51, Figure S1: Some azaspiran-type
molecules {Atipnmod and CIMO) are observed, in addition to the structure of the molecule TRI-BE.
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Operating Envirooment; PDB, Protem Data Bank; MMP-2, matrix metalloproteinase-2 MMP-9, matrix
metalloproteinase-9; ECM, extracellular matrix.
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