UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA MEXICALI
COORDINACION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

“Efecto de 8-Benzil-1,3,8-Triazaspiro-[4.5]-Decano-2,4-Diona sobre la migracion e
invasion de células tumorales prostaticas PC3 estimuladas con LDLs”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

PRESENTA

GEORGINA QUINTANA GONZALEZ

Mexicali, Baja California Agosto del 2024



AKT

CP

DMEM
EGFR
GEPIA
HMG-CoAR
HNF1-a
IDOL

LDL

LDLR
MMPs
PCSK9
SFB
SREBP2
TEM
Triazaspirano

Abreviaturas

Protein Kinase B

Céancer de prostata

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Epidermal Growth Factor Receptor

Gene Expression Profiling Interactive Analysis
3-Hidroxi-3-Metilglutaril Coenzima A Reductasa
Hepatocyte Nuclear Factor-1 a

Inducible Degrader of LDR

Lipoproteina de baja densidad

Receptor de Lipoproteinas de baja densidad
Metaloproteinasas de Matriz

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
Suero Fetal Bovino

Sterol Regulatory Element Binding Protein 2
Transicion Epitelio Mesenquimal
8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona



Carta de Dictamen de la Evaluacion Escrita del Examen de Grado



Contenido

Abreviaturas il
Contenido i
indice de figuras iv
Resumen v
1. Introduccion 10
2. Marco Teorico 11
2.1. Glandula prostatica 11
2.1.1. Anatomia e histologia 11
2.1.2. Fisiologia 12
2.2. Cancer de prostata 13
2.2.1. Factores de riesgo 13
2.2.2. Fisiopatologia 13
2.2.3. Manifestaciones clinicas 14
2.2.4. Diagnéstico 14
2.2.5. Tratamiento 14
2.3. Impacto de las lipoproteinas en la progresion tumoral 15
2.3.1. Tipos de dislipidemias 15
2.3.2. Captacion de LDL 15
2.4. Metabolismo de colesterol en cancer 16
2.4.1. Relevancia del colesterol para las células cancerosas 16
2.4.2. Alteracion del metabolismo en las células cancerosas 16
2.5. Dislipidemias y cancer de préstata 17
2.5.1. Obesidad y dislipidemia 17
2.5.2. Lipoproteinas de baja densidad y cancer 17
2.6. Migracion e invasion celular 18
2.6.1. Transicién epitelio mesenquimal 18
2.6.2. Importancia de las metaloproteinasas 19
2.7. Vias de sefalizacion inductoras de migracion en células de cancer de
prostata 19
2.7.1. Papel de la proteina AKT en cancer de prostata 19
2.8. Azaspiranos y su utilidad en cancer 20
2.8.1. Potencial de los azaspiranos 20
2.8.2. Azaspiranos en cancer 20
2.8.3. Triazaspirano 20
3. Antecedentes 21
4. Planteamiento del Problema 22
5. Justificacion 23
6. Hipotesis y Objetivos 25
6.2. Objetivo general 25
6.3. Objetivos especificos 25
7. Materiales y Métodos 25
7.1. Disefio del estudio 25
7.2. Materiales 26

7.3. Cultivos celulares 26



7.4. Aislamiento de LDL
7.5. Ensayo de cierre de herida
7.6. Ensayo de invasién en camaras Boyden
7.7. Inmunodeteccion
7.8. Zimografia
7.9. Andlisis de la base de datos GEPIA
7.10. Andlisis estadistico
7.11. Aspectos bioéticos
7.12. Bioseguridad
8. Resultados
9. Discusién
10. Conclusiones
11. Bibliografia
Anexos

Anexo A. Acta de aprobacion del Comité de Etica en Investigacion.

Anexo B. Formato de la Carta de Consentimiento Informado.

26
27
27
27
28
29
29
29
30
30
41
46
47



indice de figuras

Figura 1: Anatomia e Histologia de la glandula prostética 11
Figura 2: Triazaspirano 12

Figura 3: Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la migracion de células PC3 19

Figura 4: Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la migracion de células PC3 en
camaras Boyden 20

Figura 5: Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la invasion de células PC3 20

Figura 6: Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la secrecion de MMPs en células
PC3 22

Figura 7: Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la expresion proteica de LDLR,
PCSK9 y nSREBP2 en células PC3 23

Figura 8: Informacion de expresion de ARN de los subtipos de LDLR, PCSK9 y
SREBP2 en cancer de préstata y tejido prostatico sano obtenida de GEPIA 24

Figura 9: Informacion de expresion de ARN de los subtipos de AKT en cancer de
préstata y tejido prostatico sano obtenida de GEPIA 25



Resumen

Introduccion: El cancer de prostata es el segundo diagndstico de cancer mas frecuente
y la quinta causa de muerte por patologias neoplasicas a nivel mundial. En México en el
afo 2020 se reportd una incidencia de 26,742 casos, 70% de los cuales son detectados
en etapas avanzadas. A pesar de las diversas herramientas terapéuticas disponibles,
existe un considerable grupo de pacientes que presentara recurrencia de la enfermedad
a pesar de la inicial erradicacion del cancer, riesgo que aumenta cuando se tiene la
patologia avanzada o cuando se asocia a otras comorbilidades, tales como las
dislipidemias. El disefio y generacién de tratamientos novedosos con el fin de mejorar el
prondstico de este grupo poblacional toma gran relevancia. Ante la evidencia de nuevas
moléculas con potencial actividad antitumoral, surge el interés de su investigacion con la

posibilidad de su posible aplicacion en futuros pacientes con cancer de prostata.

Objetivo: Caracterizar el efecto del triazaspirano 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-
2,4-diona sobre células tumorales invasivas PC3 tratadas con lipoproteinas de baja

densidad, evaluando los procesos de migracion, invasion y homeostasis de lipidos.

Materiales y Métodos: A partir de cultivos celulares tumorales PC3 estimulados con
lipoproteinas de baja densidad, se evaluo el efecto inhibitorio del triazaspirano sobre las
células en su capacidad de migracion celular mediante ensayo de cierre de herida,
invasion celular a través del ensayo con camaras Boyden, secrecion de
metaloproteinasas de matriz 2 y 9 mediante zimografia y la expresion proteica de
moléculas implicadas en la regulacién de lipidos (LDLR, SREBP2, PCSK9), asi como en
la proliferacion celular (AKT) por inmunodeteccion. Los resultados fueron expresados
como promedio + D.E. de, al menos, tres experimentos independientes para cada
ensayo. Los datos se analizaron estadisticamente usando el software GraphPad Prism
8, mediante la prueba ANOVA de una via comparada mediante la prueba multiple de

Dunette. La probabilidad estadistica p <0.05 sera considerada significativa.

Resultados: Las LDL inducen un aumento en la migracion e invasion de células PC3,

mientras que el triazaspirano aminoro dichos procesos. A su vez, las LDL disminuyen la



expresion de proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos, tales como LDLR y
PCSK9, efecto notorio bajo tratamiento con el triazaspirano. Dichos fenémenos se
atribuyen al blogueo de la via de AKT, la cual podria ser el blanco del triazaspirano en

las células PC3, bloqueando asi los procesos de migracion e invasion.

Conclusiones: El triazaspirano mostré un efecto inhibitorio sobre la migracion e invasion

inducida por LDLs en células de cancer de prostata PC3.



1. Introduccion

El cancer de prostata (CP) es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
hombres mexicanos. A pesar de la disponibilidad de diversos tratamientos para la
enfermedad, existe el riesgo de presentar una recurrencia, el cual aumenta cuando se
detecta el cancer en etapas avanzadas, lo cual es una realidad para la poblacion
mexicana, puesto que en la mayoria de los casos son diagnosticados en estadios tardios
de la enfermedad, haciendo mas dificil su manejo y disminuyendo la posibilidad de
erradicar el cancer (Mortalidad por cancer de préstata en México a lo largo de tres

décadas, s. f.-a).

Dentro de los factores asociados a un mayor riesgo a padecer la enfermedad, estan la
edad, antecedentes familiares de CP, raza, dieta, estilo de vida, enfermedades
inflamatorias de la glandula prostética y cronico degenerativas, tales como Diabetes
Mellitus, Hipertension Arterial y Obesidad, este ultimo factor engloba a su vez la
dislipidemia, la cual se ha visto en diversos estudios en afios recientes que existe una
correlacion positiva entre tener niveles elevados de colesterol en sangre con un aumento
del riesgo de padecer CP, asi como de tener una enfermedad mas agresiva, por lo que
el tener una dislipidemia asociada al CP se vuelve un factor predictor negativo (Prostate

Cancer | Concise Medical Knowledge, s. f.; Raftopulos et al., 2022).

Para entender la importancia que juega el colesterol en CP, se debe destacar sus
funciones intracelulares. El colesterol funciona como precursor de andrégenos, favorece
la comunicacion intracelular y es un componente integral de la membrana celular al
favorecer su remodelacion, asi como regular propiedades especificas de ella tal como es
la fluidez membranal, con todo ello favorece el desarrollo y progresion del CP. La
progresion tumoral se asocia a cambios en el metabolismo y vias de sefializacion de las
células cancerosas, que contribuyen a perpetuar la supervivencia del tumor. Los
mecanismos intracelulares en condiciones libres de cancer, son regulados de forma
precisa y rigurosa, manteniendo un estado de homeostasis en las células. En CP estos

mecanismos reguladores se ven alterados, de tal forma que favorecen la proliferacion de
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las células cancerosas al aumentar o disminuir la sefializacién de ciertas vias acorde a

las necesidades del tumor (Giunchi et al., 2019; Jiang et al., 2019).

En el contexto de CP en etapas avanzadas, los mecanismos reguladores de dichas
células y por lo tanto el comportamiento de estas se encuentra alterado, explicando por
qué ciertos tratamientos pierden su utilidad acorde al estadio de la enfermedad en que
se encuentre el paciente. El disefio de nuevos tratamientos se vuelve de gran importancia
ante la recidiva de la enfermedad de CP, debido a la dificultad que representa regular los
mecanismos de las células neoplasicas con un solo agente terapéutico o el obtener

adecuada respuesta a un esquema establecido.

El interés de mejorar las opciones terapéuticas disponibles es fomentado a su vez por el
descubrimiento de nuevas moléculas que podrian funcionar contra células neoplasicas,
como es el caso de los azaspiranos, los cuales se ha visto que tienen la capacidad de
regular la sefializacion intracelular y funcionan como antitumorales. Ante dicha evidencia,
fue que se optd por estudiar un triazaspirano con potencial actividad antitumoral, para
caracterizar su efecto sobre células de CP estimuladas con lipoproteinas de baja
densidad, analizando mecanismos de migracion, invasion, homeostasis de lipidos y vias
de sefializacion asociadas a la enfermedad (Definition of Azaspirane - NCI Dictionary of

Cancer Terms - National Cancer Institute, 2011).

2. Marco Teorico

2.1. Glandula prostatica

2.1.1. Anatomia e histologia

La préstata (fig. 1) es un 6rgano del aparato reproductor masculino que se encuentra
ubicado en la pelvis, debajo de la vejiga, detras de la sinfisis del pubis y delante del recto.
Se divide en tres zonas: central (25% de la glandula), de transicién (10% de la glandula) y
periférica (65% de la glandula). Se conforma de un epitelio cilindrico simple o
seudoestratificado, compuesto por células Iluminales o secretoras, basales,

neuroendocrinas e intermedias.
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Anexo al epitelio se encuentra la membrana basal y el estroma, este Ultimo conformado

por tejido conectivo fibroso, musculo liso, plexo nervioso y vascular (Nelson et al., 2020).
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Figura 1. Anatomia e histologia de la glandula prostatica. Se ilustra la glandula
prostatica y sus relaciones anatdmicas, asi como las zonas en las que se divide (central,
periférica, de transicion) (A). La glandula prostatica se conforma de un epitelio simple
conformado por células luminales, basales, intermedias y neuroendocrinas, adjuntas a la
lamina basal conformada por células basales, musculo liso y estroma (B) (Tomada de
Rebello et al., 2021).

2.1.2. Fisiologia

La funcion que cumple la prostata es segregar liquido prostatico, que constituye el 30%

del liquido seminal.
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La secrecion prostatica regula el estado de coagulacién, licuefaccion y gelificacion del
liguido seminal. A su vez, las proteinas del liquido prostético estan involucradas en la
activacion de la motilidad de los espermas, su proteccion contra el pH uretral y vaginal, asi
como en la interaccion entre los espermas y el moco cervical.

En cuanto a la fertilidad, la glandula prostatica debe estar presente para garantizar la

fertilidad, la préstata es vital para la reproduccion. (Nelson et al., 2020).

2.2. Cancer de prostata

2.2.1. Factores de riesgo

Una patologia importante de la glandula prostética es el CP, enfermedad neoplasica con
alta incidencia a nivel mundial. Dentro de los factores de riesgo asociados a la patologia,
se encuentra la edad dentro del rango de 60-70 afos, personas provenientes de Estados
Unidos, de Europa del oeste o afroamericanos los mas afectados, tener un antecedente
familiar de CP, padecer enfermedades cronico degenerativas tales como Diabetes
Mellitus, Hipertension Arterial y Obesidad, antecedente de enfermedades inflamatorias
prostaticas y el estilo de vida de la persona, siendo aquellos con sedentarismo y dietas
ricas en lipidos, carnes rojas, lacteos y carbohidratos, los que tienen mayor incidencia
(Prostate Cancer Risk Factors, s. f.).

2.2.2. Fisiopatologia

El CP se puede clasificar segun la célula que se vea alterada, siendo las células luminales
las que se ven principalmente involucradas, por lo que a esta patologia se le suele
denominar adenocarcinoma prostatico. En la glandula deben surgir diversos cambios para
llegar a tal enfermedad, cambios estimulados por los factores de riesgo asociados,
mutaciones y modificaciones epigenéticas. A partir del tejido prostatico normal, se
desarrolla una neoplasia intraepitelial prostatica en la cual proliferan las células luminales

sin perturbar la estructura de la glandula.

Al progresar dichos agresores sobre el epitelio, persiste la hiperplasia celular, dando lugar
al adenocarcinoma prostético y después a adenocarcinoma prostatico invasivo cuando las

células invaden la membrana basal de la glandula. En etapas avanzadas, ocurre el
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proceso de metastasis y resistencia a la castracion donde las células invaden tejidos y
organos diferentes a la prostata, ademas de adquirir la capacidad de sobrevivir de forma
independiente dela concentracion sérica de androgenos (Salih et al., 2016).

2.2.3. Manifestaciones clinicas

Esta enfermedad esta caracterizada por no presentar signos y sintomas en etapas
tempranas, esto debido a que la neoplasia surge en la mayoria de los casos en la zona
periférica, donde ocurre el crecimiento celular descontrolado sin causar sintomatologia. Al
progresar la enfermedad y aumentar el tamafio del tumor, puede manifestarse con
sintomas obstructivos, de compresion de estructuras anexas o afeccion de otros 6rganos
por metastasis del tumor. En estos casos los datos clinicos que suelen reportarse son el
aumento de la frecuencia urinaria, nicturia, hematuria, disuria, disminucion de la funcion
sexual, fatiga, dolor Gseo, paralisis de las extremidades (Prostate Cancer Signs and
Symptoms, s. f.).

2.2.4. Diagnéstico

Una vez que se realiza el diagndstico de la enfermedad, mediante examen digital rectal,
antigeno prostatico elevado, estudio de imagen, estudio histopatoldgico y determinacion
de la escala de Gleason para cada paciente, se puede optar por un tratamiento en
especifico segun la etapa en la que se diagnostique al paciente. La escala previamente
mencionada cumple la funcion de ser un determinante prondstico del tejido prostéatico
maligno, entre mayor es el valor, se considera que el tumor tiene un mayor grado de
malignidad al estar menos diferenciado, aumentando la probabilidad de desarrollar o

tener una enfermedad avanzada metastasica (Munjal & Leslie, 2021).

2.2.5. Tratamiento

Dentro de las opciones terapéuticas disponibles y aprobadas, estan la vigilancia pasiva
o activa, cirugia, radioterapia, braquiterapia, quimioterapia, terapia hormonal o0 manejo
paliativo. A pesar de dichas opciones, el tratamiento que se considera como curativo es
la prostatectomia radical, braquiterapia y radioterapia; a pesar de ser curativo,
aproximadamente el 20-30% de los pacientes presentara una recurrencia de la
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enfermedad, riesgo que aumenta cuando la enfermedad se diagnostica en etapas
avanzadas o si el paciente presenta factores de mal prondstico asociados a la
enfermedad, como son niveles de antigeno prostatico detectable o que va en aumento,
margenes quirdrgicos positivos tras cirugia (tejido prostatico maligno remanente tras el
procedimiento), escala de Gleason con puntuacion elevada, estadios avanzados de la
enfermedad, que involucre a las vesiculas seminales, extension fuera de la glandula
prostatica (Michael Kolodziej, 2015; Parker et al., 2020).

2.3. Impacto de las lipoproteinas en la progresion tumoral

2.3.1. Tipos de dislipidemias

Las principales caracteristicas de una dislipidemia son el aumento de la concentracion
sérica de triglicéridos, disminucion de lipoproteina de alta densidad (HDL) y aumento de
lipoproteina de baja densidad (LDL) (Vekic et al., 2019). Actualmente se recomienda
clasificar las dislipidemias con base al elemento lipidico que se encuentre alterado,
dando lugar a una las siguientes categorias: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia o

trastorno mixto (Berberich & Hegele, 2022).

2.3.2. Captacién de LDL

Las lipoproteinas, particularmente LDL, son una fuente importante de colesterol para las
células, las cuales mediante endocitosis del receptor de LDL (LDLR), capturan el
colesterol. EI LDLR es un receptor transmembranal al cual se le unen particulas de LDL,
formando un complejo receptor-ligando que es internalizado como vesicula recubierta de
clatrinas a través de endocitosis; la cubierta de clatrinas se despolimeriza, da lugar a la
formacion de un endosoma temprano gue se fusiona con un endosoma tardio, donde las
particulas de LDL se disocian del LDLR. En el lisosoma, las proteinas apo-B de LDL son
degradadas, los ésteres de colesterol son hidrolizados a acidos grasos y colesterol
(Pirahanchi et al., 2021).

En el caso particular de células de cancer, el aumento de la adquisicién de colesterol
representa un método mas eficiente que la sintesis de novo de colesterol para cumplir

con los requerimientos de lipidos (Huang et al., 2020). La fuente de lipidos exdgenos
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facilita el proceso de tumorigénesis y metastasis en estas células. La adquisicion de
lipidos es requerida para la sintesis de membrana y de hormonas, asi como la progresion
del ciclo celular, necesarios para la alta demanda de las células tumorales por su

proliferacion acelerada (Butler et al., 2020; Roles of Lipids in Cancer | IntechOpen, s. f.).

2.4. Metabolismo de colesterol en cancer

2.4.1. Relevancia del colesterol para las células cancerosas

El metabolismo de colesterol en células cancerosas contribuye a su proliferacion,
migracion e invasion. Para mantener un adecuado aporte de colesterol, las células

aumentan tanto la sintesis de colesterol como su captacion (Ding et al., 2019).

2.4.2. Alteraciéon del metabolismo de lipidos en las células cancerosas

La alteracion en el metabolismo de lipidos les permite tener un crecimiento acelerado,
adecuada supervivencia y metastasis. Algunas de las adaptaciones implican la
regulacion al alza de la sintesis de colesterol mediante aumento de la expresion enzimas
implicadas en la via intrinseca de sintesis de colesterol, como la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (HMG-CoAR), enzima reguladora de la sintesis de colesterol. El
aumento de la expresion de factores de transcripcién implicados en la homeostasis
lipidica, como (sterol regulatory element binding protein 2), que se encarga de regular la
expresion de enzimas que participan en la sintesis de lipidos, particularmente la
homeostasis de colesterol, logrado mediante un aumento en la expresion del LDLR,
HMG-CoAR y PCSKO9, este ultimo involucrado en la regulacion del LDLR, al favorecer su
reciclaje y degradacion lisosomal (The role of cholesterol and cholesterol-driven
membrane raft domains in prostate cancer - Anita Hryniewicz-Jankowska, Katarzyna
Augoff, Aleksander F Sikorski, 2019, s. f.).

SREBP2 es una proteina que requiere activacion proteolitica, se encuentra en la
membrana del RE en forma de horquilla, con sus extremos carboxilo (C-terminal) y
amino-terminal (N-terminal) hacia el citosol; N terminal corresponde a la porcién que
actia como factor de transcripcion, mientras que C terminal esta unido a la porcion Scap

de SREBP. Scap es quien funciona como sensor de colesterol y determina la activacién
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de SREBP; en condiciones de colesterol intracelular elevado, Scap se une a un
colesterol, lo cual fomenta que SREBP permanezca unido a la membrana del RE, al
anclarse Scap a una proteina llamada Insig. Cuando hay deplecion de colesterol, Scap
no se une a Insig, por lo que el complejo SREBP-Scap se dirige al aparato de Golgi
transportado en vesiculas, donde se escinde N terminal, lo cual permite que el factor de
transcripcion se dirija al ndcleo, se una a secuencias de los elementos reguladores de
esteroles, y de lugar a la activacion de genes involucrados en el suministro de colesterol
celular, como el LDLR y HMG-CoA reductasa. (Espenshade & Hughes, 2007).

Ademas, se ha evidenciado que existe una disminucibn de la expresion de
transportadores intermembrana que se encargan de reducir la concentracion de lipidos
intracelulares y mantener niveles adecuados de lipidos a nivel intracelular, como son los
transportadores “ATP binding cassette subfamily” (ABCA1, ABCG1). Estos son algunos
de los mecanismos que se han implicado en fisiopatologia de algunas lineas celulares

tumorales (Lee et al., 2013).

2.5. Dislipidemias y cancer de préstata

2.5.1. Obesidad y dislipidemias

Dentro de los factores de riesgo asociados al CP, uno que toma gran importancia debido
a su alta incidencia en la poblacion mundial, es la obesidad, enfermedad que suele
acomparfarse de una dislipidemia. Ambos representan un factor de riesgo modificable
para el desarrollo de diversos tipos de cancer, entre ellos el CP (Jamnagerwalla et al.,
2018).

En condiciones normales, la prostata contiene altos niveles de colesterol, esto se
correlaciona con que es un tejido blanco para la actividad de andrégenos, sin embargo
se ha reportado un incremento en la concentracién de colesterol en el tejido prostatico
neoplasico en comparacion al no neoplasico, denotado la importancia de dicho lipido

para esta patologia (Hager et al., 2006).

2.5.2. Lipoproteinas de baja densidad y cancer

17



Se ha demostrado que las células cancerosas estimuladas con LDL presentan una mayor
actividad tumoral, favoreciendo su proliferacion, migracion e invasién celular. Estos
hallazgos se correlacionan con diversos estudios realizados con muestras de sangre de
personas con diagnostico de CP, como es el caso del estudio Finnish realizado en
pacientes con diagnostico de CP, en donde se encontré que mientras mas elevados los
niveles de triglicéridos y colesterol, los pacientes presentaban escalas de Gleason con
valores mas elevados, en comparacion a los grupos con niveles de lipidos mas bajos

gue presentaban escalas de Gleason con valores menores (Murtola et al., 2019).

Otro estudio realizado por Kachhawa y asociados en el afio 2018, estudiaron la relacion
gue existe entre dislipidemias y el riesgo para desarrollar CP, encontrando que existe
una correlacién positiva entre los niveles de antigeno prostético y los niveles séricos de
lipoproteinas de baja densidad, con lo que establecieron que el tener hipercolesterolemia
a expensas de LDL aumenta el riesgo de padecer cancer de préstata (Kachhawa et al.,
2018).

2.6. Migracion e invasién celular

2.6.1. Transicién epitelio mesenquimal

La metastasis es una caracteristica relevante de los tumores malignos, asi como la
principal causa de muerte por cancer (Kwakwa & Sterling, 2017). Dicho proceso esta
determinado por la capacidad que poseen las células cancerigenas de migracion y
subsecuente invasion de los tejidos. Estos mecanismos ocurren una vez que las células
tienen una transicion epitelio mesenquimal (TEM), donde disminuye la expresion de
proteinas epiteliales, tales como E-cadherina y aumentan la expresion de proteinas
mesenquimales como N-cadherina y vimentina, que le permitiran a la célula su
movilizacién y el tumor dejara de ser localizado. Dentro de los factores que promueven
dichos mecanismos, el colesterol-LDL se ha visto implicado en el proceso de migracion,
al encontrarse presente en los frentes de migracion de las células en movimiento, esto
logrado mediante su translocacion hacia adhesiones focales en dichos frentes (Dongre
& Weinberg, 2019).
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2.6.2. Importancia de las metaloproteinasas de matriz

La movilizaciéon de las células estad determinado a su vez por la accién de integrinas y
metaloproteinasas de matriz (MMPS). Las integrinas son receptores transmembrana
heterodiméricos que unen proteinas de la matriz extracelular, promoviendo la
supervivencia, proliferacion y migracién de células tumorales prostaticas (Alberts et al.,
2002).

Las MMPs tienen una actividad proteolitica contra elementos de la matriz extracelular,
se encargan de degradar moléculas de adhesion celular, por lo tanto modulan la
interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular, generando una remodelacion de los
tejidos y permitiendo el avance de las células hacia sitios anexos y lejanos (Gialeli et al.,
2011).

2.7. Vias de sefializacion inductoras de migracién en células de cancer de préstata
2.7.1. Papel de la proteina AKT en cancer de préstata

Las células de CP tienen alteracion de algunas vias de sefalizacion que les permite su
adecuada supervivencia, como lo es la via en la que esta implicada AKT (Protein Kinase
B). El aumento de la expresion de AKT se ha visto implicado en los mecanismos de
crecimiento celular, migraciéon y regulacién del metabolismo. La via de sefalizacion que
se ha visto con mayor implicacion en el metabolismo de lipidos en células de cancer, es
la via PIBK/AKT. AKT tiene tres subtipos, cada uno encargado de diferentes funciones:
AKTL1 (proliferacion celular, crecimiento celular, apoptosis y metabolismo de glucosa),
AKT2 (metabolismo de glucosa y lipidos) y AKT3 (proliferacion, diferenciacion, apoptosis
y tumorigénesis). La sefalizacion de AKT se encuentra activada de forma irregular en
cancer, su consecuente activacion contribuye al desarrollo y progresion de esta patologia
(Miao et al., 2022).

La desregulacién de la via de sefializacion de AKT y el aumento de la actividad de dicha
proteina se ha correlacionado con la agresividad tumoral, particularmente en cancer de
prostata niveles elevados de dicha via se asocian al desarrollo del tumor, progresion de
la enfermedad y al desarrollo de CP resistente a la castracion (Nitulescu et al., 2018).
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2.8. Azaspiranos y su utilidad en cancer

2.8.1. Potencial de los azaspiranos

Los azaspiranos son moléculas que estan siendo estudiadas para el manejo de ciertas
neoplasias, al tener potencial de bloguear su crecimiento y prevenir su progresion,
mediante su accion como inhibidor de la traduccién de sefiales de las células

neoplasicas.

2.8.2. Azaspiranos en cancer

Los efectos de los azaspiranos en enfermedades neoplasicas se han demostrado en
algunos estudios donde se trabaja con dichas moléculas y lineas celulares tumorales de
hepatocarcinoma, mieloma multiple y cancer de mama. Un ejemplo de la evidencia
obtenida, son los resultados del estudio de Mohan y asociados elaborado en el 2014,
donde se demostr6 la utilidad de un azaspirano en hepatocarcinoma celular,
demostrando que inhibe la via de Src y es capaz de modular la via de sefializacién de
JAK2 (Janus Kinase 2) y STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3),

disminuyendo la proliferacion de dichas células tumorales (Mohan et al., 2014).

2.8.3. Triazaspirano

La molécula propuesta a caracterizar en el presente estudio es el 8-benzil-1,3,8-
triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona (triazaspirano). Dicha molécula ha mostrado tener
actividad biologica mediante ensayos de docking, cumpliendo con las reglas de Lipinski
y ADME, sin demostrar toxicidad. Con base en las caracteristicas demostradas mediante
dichas herramientas, se ha establecido que el triazaspirano ejerce su actividad en la via
FAK/Src, al disminuir niveles de expresiéon del estado fosforilado de dichas proteinas,
modulando la migracion e invasion de células tumorales prostaticas (Vasconcelos-Ulloa
et al., 2023).
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Figura 2. Triazaspirano. Nombre quimico de la molécula: 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-
[4.5]-decano-2,4-diona. Se encuentra estructurada por dos anillos unidos a través de un
atomo de carbono (espiro), los cuales contienen un total de tres nitrégenos.
Particularmente esta molécula se conforma por dos estructuras ciclicas acopladas

(piperidona e hidantoina), en donde la piperidona es portadora de un radical bencilo.

3. Antecedentes

El CP es una enfermedad neoplasica con alta incidencia a nivel mundial, registrandose en
el afio 2020, 1'414,259 casos nuevos segun estadisticas de GLOBOCAN, asi como 26,742
casos nuevos en México para el mismo afio (Cancer Today, s. f.), siendo el 70% de los
casos detectados en etapas avanzadas de la enfermedad. En México representa la

primera causa de muerte en hombres mayores de 65 afios (Estado, s. f.).

Cuando la enfermedad es detectada en su estado primario confinado dentro de la prostata,
con las opciones terapéuticas disponibles, es posible mantener la neoplasia localizada y
erradicar la enfermedad. En casos de enfermedad avanzada, la privacion de andrégenos
es la opcion terapéutica ideal, realizada mediante métodos quirdrgicos o mediante
castracion farmacolégica. Sin embargo, el efecto de la supresiéon androgénica en la
progresion del CP se agota y la enfermedad eventualmente progresara de ser “sensible a
la castracion” a ser “resistente a la castracion”, donde las células son independientes de
las concentraciones de testosterona sérica. En dichos casos se opta por afiadir o cambiar
a otras opciones terapéuticas como la quimioterapia que brinda una supervivencia de 1-2
afo (Cornford et al., 2017).
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Por lo tanto, uno de los principales retos en el tratamiento de pacientes con CP avanzado
es la resistencia terapéutica a la deprivacion de androgenos y a la quimioterapia.
Aproximadamente el 90% de los pacientes con CP resistente a la castracion desarrollan
metastasis 6sea, lo cual puede producir morbilidad a expensas de dolor, fracturas
patoldégicas, compresion de médula y falla medular, asi como efectos paraneoplasicos
como anemia, pérdida de peso, fatiga, hipercoagulabilidad y que sean propensos a
desarrollar infecciones. El estado de resistencia al tratamiento disminuye la calidad de vida
de la persona y aumenta su riesgo de mortalidad a causa de la enfermedad (Saad & Hotte,
2010).

Para poder encontrar soluciones a la resistencia terapéutica, es necesario comprender no
solo las vias de sefalizacion derivadas del receptor de andrégenos, sino otros
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de la resistencia, lo que permitira la
identificacion de nuevos blancos terapéuticos y con esto el desarrollo de nuevos farmacos.
El descubrimiento y generaciéon de nuevas moléculas con propiedades antitumorales con
efectos secundarios leves o nulos es de vital importancia, puesto que permitira mejorar el

prondstico y calidad de vida de los pacientes que presentan esta enfermedad (Byar, 1972).

Con base a la alta afinidad de los azaspiranos por ciertas células tumorales, surge el
interés del estudio del 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona, como posible
herramienta terapéutica para el futuro manejo de pacientes con CP, el cual posee actividad
antitumoral. El triazaspirano en cuestion fue desarrollado de forma sintética a partir de la
hidantoina, en el laboratorio del Dr. Rivero en el Instituto Tecnolégico de Tijuana. Es un
compuesto que tras su estudio se ha visto que tiene la capacidad de atravesar membranas
celulares y posee potencial actividad biolégica (Rivero et al., 2011; Santiago-Ruiz et al.,
2016).

4. Planteamiento del problema
En México el CP cobra gran importancia debido a su alta incidencia de 26 742 casos

nuevos en el afio 2020, ocupando el primer lugar en incidencia de cancer en hombres
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mexicanos. De acuerdo con informacion del Instituto Nacional de Salud Publica, el CP
es la primera causa de cancer y de mortalidad por cancer en hombres mexicanos. La
mayor parte de los casos detectados se encuentran en etapas avanzadas de la
enfermedad, por lo que el manejo se vuelve limitado y la probabilidad de presentar pobre
respuesta a este 0 una recurrencia se vuelve considerable (Mortalidad por cancer de
prostata en México a lo largo de tres décadas, s. f.-b). Otro factor a considerar es el factor

de riesgo de la obesidad, enfermedad con altas cifras estadisticas en el pais.

Segun datos de ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricidn) 2022, se reporta
una prevalencia de obesidad abdominal del 81%, sobrepeso del 38.3% y obesidad del
36.9%, condicién que presentd un aumento del 21.4% en la poblacibn mexicana
(Campos-Nonato et al., 2023; Consumidor, s. f.). Aproximadamente el 60-70% de las
personas con obesidad tienen a su vez una dislipidemia asociada, por lo que la
probabilidad de padecer en conjunto CP y una dislipidemia es alta, otorgando a estas

personas con ambos diagndsticos, un peor prondéstico (Feingold, 2000).

Es por esto que existe la necesidad de seguir investigando y desarrollando nuevos
farmacos, con la finalidad de brindar nuevas y mejores opciones terapéuticas. Con base
en el pobre factor predictor de supervivencia que implica el diagnostico de CP en etapas
avanzadas y el tener una dislipidemia asociada, existe la creciente necesidad e interés
sobre la generacién y disefio de tratamientos novedosos que mejoren el prondstico de

este grupo de personas.

5. Justificacion

El CP es el segundo diagnéstico mas frecuente realizado en hombres y la quinta causa
de muerte a nivel mundial. Basado en estimados de GLOBOCAN del 2020, se reportaron
1 414 259 nuevos casos de CP a nivel mundial en el 2020, con mayor prevalencia en
paises desarrollados, reflejAndose las diferencias en cuanto a las herramientas
diagndsticas disponibles en dichos paises a diferencia de los paises en desarrollo, asi
como la cultura de deteccion oportuna de la enfermedad (Global Cancer Observatory,
s. f.).
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Actualmente existe un incremento en la incidencia de CP en paises en desarrollo, esto
atribuido al acceso a servicios médicos, asi como el aumento en la documentacion y el
reporte de casos. A pesar de que la incidencia va a la alza, la mayoria de los casos de

CP se detectan cuando el cancer esta confinado dentro de la prostata (Rawla, 2019).

En México la situacion es distinta, a pesar de que la incidencia del CP es tres veces
menor al observado en Estados Unidos, la mortalidad es similar, representando la
primera causa de cancer y de mortalidad por cancer en hombres. El 70% se detecta en
etapas avanzadas a diferencia de otros paises en donde la deteccién oportuna del CP
mediante la cuantificacién del antigeno prostatico y exploracion fisica es realizada de

forma rutinaria, permitiendo realizar un diagnoéstico en etapas tempranas (Salud, s. f.).

Es por ello que la investigacion continua en el &mbito oncoldgico permite dilucidar nuevas
estrategias para la deteccion temprana de las enfermedades malignas, asi como el
desarrollo de las opciones terapéuticas disponibles, todo con el objetivo de mejorar la
calidad de vida y supervivencia de los pacientes oncologicos. A su vez, un mayor
conocimiento en cuanto a las vias de transduccion de sefiales y los factores en el
ambiente celular, mediante los cuales las células tumorales proliferan, permiten la
investigacion y generacion de nuevos blancos terapéuticos y/o moléculas con actividad

antitumoral.

Con base en los efectos mostrados por los azaspiranos sobre diferentes lineas celulares
tumorales, se propone el uso del triazaspirano con potencial actividad antitumoral contra
células de CP, con la ventaja de que éstos son de facil obtencién, poseen buen
rendimiento y su sintesis tiene un bajo costo. Actualmente no existen reportes en la
literatura en relacién al estudio del posible efecto inhibitorio de moléculas del tipo
triazaspiranos sobre la migracién, invasion y metabolismo de lipidos de células tumorales

prostaticas en tratamiento con LDLs.

Ante la evidencia reciente sobre moléculas como los azaspiranos, que han demostrado

actividad antitumoral en algunos tipos de cancer, se considero a los triazaspiranos como

24



posible herramienta terapéutica en CP asociado a hipercolesterolemia con impacto en

procesos como migracion e invasion tumoral.

6. Hipotesis y Objetivos

6.1. Hipo6tesis

La migracion e invasién de las células tumorales PC3 inducida por LDLs es inhibida por
8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona, a través de un descenso en la
secrecion de MMP-2 y MMP-9 y la regulacion de proteinas moduladoras del metabolismo
de lipidos, tales como tales como LDLR, SREBP-2 y PCSKO9.

6.2. Objetivo general
Caracterizar el efecto del 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona sobre la
migracion, invasiéon y homeostasis de lipidos en células tumorales invasivas PC3

tratadas con LDLs.

6.3. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion de LDLs que inducen la migracién de las células de
CP invasivo PC3.

2. Estudiar el papel de 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona sobre la
invasion de las células tumorales PC3.

3. Evaluar el efecto del 8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona sobre la
expresion de LDLR, SREBP-2 y PCSK9 en células PC3 tratadas con LDLSs.

4. Analizar el impacto de los niveles de expresion de LDLR, PCSK9, SREBP-2 y las
isoformas de AKT sobre la sobrevivencia y sobrevivencia libre de enfermedad en

pacientes con cancer prostéatico utilizando bases de datos como GEPIA.

7. Materiales y Métodos
7.1. Disefio del estudio
Se realizé una investigacién aplicada, cuantitativa y experimental en la ciudad de
Mexicali, del 1 de agosto del 2021 al 1 de agosto del 2023, en la Facultad de Medicina
Mexicali UABC. Los experimentos se llevaron a cabo en cultivos de células tumorales
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prostaticas PC3, las cuales son insensibles a andrégenos y presentan un alto potencial
metastasico. Las células fueron manejadas en la campana de flujo laminar del laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad y se trabajaron en un ambiente estéril. Dichas
células fueron estimuladas con el triazaspirano y LDL, estas Ultimas se obtuvieron a partir
del plasma de donadores sanos, habiendo obtenido su consentimiento firmado previo a
su extraccion. Se realizaron los experimentos con la finalidad de estudiar el efecto del
triazaspirano y las LDL sobre los cultivos celulares, valorando su impacto en mecanismos

de migracion, invasiéon y en la homeostasis de lipidos.

7.2. Materiales

8-benzil-1,3,8-triazaspiro-[4.5]-decano-2,4-diona donado gentilmente por el Dr. Ignacio
A. Rivero, investigador del Instituto Tecnolégico de Tijuana. Los anticuerpos anti-AKT,
anti-p-AKTS473, anti-LDLR, anti-SREBP-2 y anti-PCSK9 fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc.® y de Cell Signaling Technology®.

7.3. Cultivos celulares

La linea celular tumoral prostatica humana PC3 se obtuvo de la American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) se cultivé en medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), suplementado con antibiéticos, 5% de suero fetal bovino (SFB) y se mantuvieron
a 37°C en una atmosfera al 5% de CO». Para propoésitos experimentales, los cultivos de

células PC3 se sometieron a ayuno durante 18 horas en medio DMEM sin SFB.

7.4. Aislamiento de LDL

Se obtuvo una muestra de plasma humano de un donador sano en la Facultad de
Medicina Mexicali, Baja California, México, después de haber obtenido su consentimiento
informado (FMM/CEI/0010/2020-2). Se siguio el protocolo acorde a la Declaracion de
Helsinki. En la primera fase, la densidad del plasma se ajustd a 1.019 g/mL con KBry se
centrifugd a 345,500 g por 160 min usando el rotor S140-AT 2555, posteriormente se
descarto la capa de VLDL. Subsecuentemente la densidad se ajust6 a 1.053 g/mL y se
centrifugé a 377,000 g por 220 min, posteriormente se recupero la fraccion superior que
contendria LDL. La preparacion de LDL se recuperé y se sometié a dialisis con PBS 1X,
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se depurd con filtros de 0.45 uym y se guardd a 4 °C con nitrégeno atmosférico para
reducir el proceso de oxidacion en la muestra. Se cuantificé la concentracion de LDL
mediante el método de &cido bicinconinico (BCA).

7.5. Ensayo de cierre de herida
Se realizaron ensayos de cierre de herida de acuerdo con el protocolo descrito
previamente por Galindo-Hernandez O et al. (Galindo-Hernandez et al., 2014, 2015).
La linea celular PC3 es insensible al tratamiento con andrdégenos, con lo que se
pretende evaluar si esta condicion modula los efectos biolégicos mediados por LDLs.
Para ello, cultivos confluentes de células tumorales prostaticas PC3 se ayunaron en
medio DMEM sin suero durante 18 horas y pre-tratados durante 2 horas con mitomicina

C 12 uM para inhibir la proliferacion celular durante el experimento.

Posteriormente, a los cultivos se les realizé una rayadura o herida en la monocapa de
células con una punta de una pipeta de 200 pL. A continuacion, las células fueron
estimuladas a concentraciones de 10 y 30 pug/mL durante 24 horas. Posterior al
estimulo con LDLs, las células fueron fijadas con metanol y tefiidas con Azul de
Coomassie Brillante G-250. La migracién resultante dentro de la herida se fotografié
utilizando un microscopio invertido VWR VistaVision acoplado a camara. Un resultado
positivo se presenta cuando las células tumorales migran hacia el espacio generado

en la rayadura.

7.6. Ensayo en camara de Boyden
Para confirmar el papel de las LDLs en invasion celular, se exploré la capacidad de
esta lipoproteina como inductora de invasion celular mediante ensayos en camara de
Boyden acorde a su descripcién en la literatura. Los ensayos de invasion se realizaron
en camaras de Boyden con filtros que presentan un tamafio de poro de 8 um y las
membranas fueron recubiertas con matrigel. Las células de la linea PC3 se sometieron
a supresion sin suero durante 18 horas. Se colocaron 100,000 células en la parte
superior de la camara de Boyden, mientras que en la parte inferior de la misma se

colocaron 600 uL de medio con la concentracion de LDLs de 30 pug/mL. Las células se
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incubaron durante 24 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo de incubacién se fijaron en
metanol frio y fueron removidas de la parte superior las células que no invadieron. Una
vez realizado este procedimiento, las células presentes en la parte inferior fueron
fijadas con metanol y tefiidas con Azul de Coomassie Brillante G-250, posteriormente

lavadas.

Para la evaluacion de migracion celular en camaras Boyden se utilizo0 el mismo

procedimiento con la Unica diferencia de omitir la utilizacion de matrigel.

7.7. Inmunodeteccién

Cultivos confluentes de células tumorales prostaticas PC3 fueron tratadas con LDLs a
concentraciones de 30 pg/mL durante 12 y 24 horas. Al finalizar el tratamiento, los lisados
celulares se obtuvieron con RIPA 1X y se cuantificaron con el método de micro-bradford.
Las proteinas se separaron por SDS-PAGE al 10% vy fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa se
bloquearon con leche sin grasa al 5% durante 1 hora, para después colocar el anticuerpo

correspondiente, dejando en incubacién durante toda la noche a 4 °C.

Una vez transcurrido el tiempo las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos
con PBS-Tween al 0.05% y posteriormente se incubaron con anticuerpo secundario
especie-especifico peroxidado durante 2 horas a temperatura ambiente, seguido de 3
lavados durante 10 minutos con PBS-Tween al 0.05%. Se revelaron los resultados
mediante quimioluminicencia (ECL) y mediante el sistema ChemiDoc™. Las bandas

fueron cuantificadas usando el programa ImageJ 1.44p mediante densitometria.

7.8. Zimografia

Para determinar la secrecion de MMP-2 y MMP-9, se realizé el ensayo de zimografia.
Cultivos confluentes de las lineas celulares tumorales prostaticas se estimularon con
LDLs 30 pg/mL durante 12 y 24 horas, momento en que los medios condicionados se
colectaron. A continuacion, volimenes iguales de medio condicionado se cargaron en

geles de poliacrilamida copolimerizados con gelatina a 1 mg/mL. Posteriormente, los
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geles se lavaron e incubaron en el buffer de activacion de MMPs. Finalmente, los geles
se tifieron con Azul de Coomassie Brillante G-250. La actividad proteolitica se detecto
como bandas claras sobre fondo tefiido de sustrato no degradado, dichas bandas fueron

cuantificadas usando el programa ImageJ 1.44p mediante densitometria.

7.9. Analisis de la base de datos GEPIA.

Mediante el uso del servidor GEPA (Gene Expression Profiling Interactive Analysys), se
realizo un analisis de la expresion de ARN de proteinas de interés. GEPIA es una base
de datos obtenida mediante el recopilado de informacién de los proyectos de TCGA (The
Cancer Genome Atlas) y GTEx (Genotype-Tissue-Expression) que otorgan datos de
9,736 tumores y 8,587 tejidos sanos (GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive
Analysis), s. f.). Dicha plataforma se utilizé para estudiar la expresion de las proteinas
SREBP2, LDLR, PCSK9 y las isoformas de AKT.

7.10. Anélisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio de *D.E. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante la herramienta GraphPad Prism 8 (version 8.0.2), usando la
prueba ANOVA de una via comparada mediante la prueba mdultiple de Dunette. La

probabilidad estadistica P<0.05 se considero significativa.

7.11. Analisis bioéticos

El presente estudio utilizo la linea celular tumoral prostatica humana PC3 como modelo
de estudio, la cual fue estimulada con LDLs obtenidas de un donador sano en la Facultad
de Medicina Mexicali, UABC, México. Acorde a la Declaracion de Helsinki, se obtuvo el

consentimiento informado del donador previo a la obtencion de las LDLs.

El presente estudio se desarroll6 en apego a la legislacién aplicable en materia de
proteccion al ambiente como la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos -
Clasificacion y especificaciones de manejo; asi como las disposiciones legales de la Ley
General de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, la Norma Oficial Mexicana NOM-
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012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de
investigacion para la salud en seres humanos. Con base en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion, se obtuvo el consentimiento bajo
informacion por escrito de los participantes. Para tal efecto, el documento mencionado

se firmd por los participantes y por alguno de los investigadores asociados.

7.12. Bioseguridad

Se trabajé con base en lo estipulado en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, para la
adecuada clasificaciébn y desecho de residuos biolégicos con los que se estuvo
trabajando durante el estudio, los cuales se dispusieron en bolsas de polietileno color

amarillo segun lo sefialado en la norma previamente mencionada.

8. Resultados

8.1. Estandarizacion del aislamiento de LDL

Las LDLs son lipoproteinas que se encargan de transportar colesterol en la circulacion
sanguinea, juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y se han asociado al desarrollo y progresién de algunas neoplasias. En
nuestro laboratorio se ha utilizado un protocolo de aislamiento de LDLs a través de
centrifugacion mediante gradientes de densidad. Este método permite aislar

selectivamente la fraccién de LDLs en plasma total.

Dicho procedimiento se realiz6 mediante la obtencion de sangre total, la cual se
centrifugd para obtener plasma sin componente eritrocitario. Se afiadié solucién de
densidad al 1.019 g/mLal plasma obtenido y se centrifug6 en la ultracentrifuga a 345,000
g por 160 min a 4 °C. Se descarto fraccion de VLDL, se afiadié solucion de densidad al
1.053 g/mL a la fraccién obtenida y se centrifugd a 377,000 g por 220 min a 4°C. Se
obtuvo la fraccién de LDL, la cual fue dializada toda la noche Yy filtrada posteriormente.

Se realizé cuantificacidon proteica mediante método de acido bicinconinico.

8.2. Lamigracion inducida por LDLs en células PC3 es inhibida por el triazaspirano.
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Existen diversos mecanismos que permiten a las células de CP progresar a lo largo de
su historia natural de la enfermedad, como es la TEM. Es un mecanismo mediante el
cual la célula disminuye la expresion de E-cadherina y aumenta la expresion de N-
cadherina, adquiriendo de esta manera un fenotipo mesenquimal en vez de epitelial, con
ello adquiriendo la capacidad de migracion e invasion. La migracion es el movimiento de
las células de un area a otra, es decir el desplazamiento de las células desde su sitio
primario (Dillekas et al., 2019).

Con base a esto, se decidid evaluar si las LDLs promueven la migraciéon de las células
PC3, asi como evaluar la capacidad del triazaspirano para disminuir dicho proceso.

Cultivos de células PC3 ayunadas 18 h y tratadas con mitomicina C 2 h previo al
experimento, se estimularon con LDL 10 pg/mL, LDL 30 pg/mL, LDL 10 pg/mL con
triazaspirano 10 pM y LDL 30 pg/mL con triazaspirano 10 uyM durante 24 horas. La
concentracion de colesterol entre 1-50 pg/mL es la que se encuentra en el medio
suplementado con SFB al 10%, dicho rango permite el adecuado funcionamiento del

receptor de LDL sin que se sature (Murtola et al., 2012).

La proliferacion celular se puede obtener a partir de la concentracion de LDL de 10 pg/mL
por lo que se optd por utilizar dicha concentracion como minima y 30 pg/mL como
maxima, puesto que al comparar el efecto del colesterol entre 30 y 40 ug/mL, no hubo
diferencia significativa, se decidi6 utilizar la concentracion méas baja (54). La migracion
celular fue determinada mediante ensayo de cierre de herida, en el cual se realiza una
rayadura con una punta de plastico para pipeta de 200 uL para generar un area sobre el
cual visualizar el movimiento de las células. Como se observa en la fig. 3 los resultados
demuestran que las LDLs promueven la migracion de las células PC3, con un maximo
de migracion a 30 pug/mL. Al co-tratar a las células con el triazaspirano, disminuye la
migracion de las células PC3, efecto mas notorio a mayores concentraciones de las

lipoproteinas.

De igual forma, se decidio seguir evaluando el efecto de las LDL y el triazaspirano sobre

la migracion celular utilizando una metodologia alternativa, las cAmaras Boyden. Cultivos
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de células PC3 fueron colocadas en la parte superior de cadmaras Boyden, con los
estimulos de LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL con triazaspirano 10 uM en la cAmara inferior
durante 24 horas. En la fig. 4 se muestran los resultados donde las LDLs promueven la

migracion de las células PC3 a 30 ug/mL de LDL. Al afadir el triazaspirano, disminuye

la migracion de las células PC3.
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Figura 3. Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la migracion de células PC3. Las
células PC3 fueron cultivadas en cajas de 35 mm, ayunadas 18 horas, pretratadas con
12 uM de mitomicina C 2 horas. Posteriormente se realizdé rayadura con puntas de
plastico para pipeta de 200 pl y fueron estimulados durante 24 horas con los tratamientos
indicados. Las células fueron fijadas y tefidas, para después obtener las fotografias 24
horas tras el estimulo. La grafica representa la media + D.E. de al menos tres
experimentos independientes y es expresada como las veces de migracion respecto al
control negativo (células PC3 estimuladas con DMEM). Los asteriscos indican
significancia estadistica; *p<0.05. BE: triazaspirano; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium; LDL.: lipoproteina de baja densidad; SFB: Suero Fetal Bovino.
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Figura 4. Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la migracion de células PC3 en
camaras Boyden. Las células PC3 fueron cultivadas hasta llegar a confluencia,
ayunadas 18 horas, pre-tratadas con mitomicina C 2 horas. Células PC3 (1x10°) fueron
colocadas en camaras Boyden en la parte superior, los estimulos LDL 30 pg/mL y LDL
30 pg/mL con triazaspirano 10 pM se afadieron en la camara inferior. La migracion
celular fue evaluada 24 horas tras el estimulo. La grafica representa la media + D.E. de
al menos tres experimentos independientes y es expresada como las veces de migraciéon
respecto al control negativo (células PC3 estimuladas con DMEM). BE: triazaspirano;
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; LDL: lipoproteina de baja densidad; SFB:
Suero Fetal Bovino.

8.3. Lainvasién inducida por LDLs en células PC3 es inhibida por el triazaspirano.
En el proceso de TEM, las células adquieren la capacidad de invasion, con esto pueden
moverse a través de los tejidos y de la membrana basal. Este mecanismo permite que
las células neoplasicas puedan invadir hacia vasos sanguineos y adherirse en sitios
distantes para alojarse y formar un foco secundario tumoral. A su vez, la secrecion de
MMPs, enzimas con la capacidad de degradar matriz extracelular y remodelar tejidos,

permite a las células neoplasicas invadir zonas circundantes (Matrtin et al., 2013).

El ensayo de invasion con camaras Boyden simula este proceso mediante el uso de

matrigel como si fuese la membrana basal, por lo que la degradacién y movimiento de
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las células a través del matrigel permitira analizar la capacidad de las células PC3 de

invadir al ser estimuladas con condiciones especificas.

Con base a esto, se determind si las LDLs promueven la invasion de las células PC3, asi
como si el triazaspirano disminuye dicho proceso. Cultivos de células PC3 se estimularon
con LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL con triazaspirano 10 uM durante 24 horas. En la fig.
5 se muestran los resultados demuestran que las LDLs promueven la invasion de las
células PC3 a 30 pg/mL. Al afiadir el triazaspirano, disminuye la invasion de las células
PC3.
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Figura 5. Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la invasion de células PC3.
Células PC3 fueron cultivadas hasta llegar a confluencia, ayunadas 18 horas y pre-
tratadas con mitomicina C 2 horas. Las células (1x10°) fueron colocadas en camaras
Boyden recubiertas de matrigel gelificado en la parte superior, los estimulos LDL 30
pg/mL y LDL 30 pug/mL con triazaspirano 10 uM se afadieron en la cadmara inferior. La
invasion celular fue evaluada 24 horas tras el estimulo. La gréfica representa la media +
D.E. de al menos tres experimentos independientes y es expresada como las veces de
migracion respecto al control negativo (células PC3 estimuladas con DMEM). BE:
triazaspirano; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; LDL.: lipoproteina de baja

densidad; SFB: Suero Fetal Bovino.

8.4. La secrecion de MMPs inducida por LDLs en células PC3 es inhibida por el
triazaspirano.
Dentro del microambiente tumoral, las MMPs juegan un rol importante al contribuir tanto

al crecimiento del tumor, como al proceso de metastasis. Estd descrito que estas
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enzimas favorecen el crecimiento tumoral al degradar la matriz circundante y ampliar el
espacio que puede ser usado potencialmente para que el tumor crezca. A su vez,
participan en el proceso de metastasis al remodelar la membrana basal y matriz
extracelular que funciona como una barrera fisica que impide que las células puedan
moverse; las MMPs al realizar esto, favorecen que las células tumorales migren e

invadan tejidos circundantes y lejanos (Itoh & Nagase, 2002; Reunanen & K&hari, 2013).

El zimograma es un estudio que permite evaluar la secrecion de MMPs, mediante
electroforesis. El ensayo zimograma permite evaluar la actividad proteolitica, efecto que
puede ser correlacionado con los ensayos de invasion con cdmaras Boyden, con ello se
evalla la capacidad de las células PC3 de degradar e invadir el matrigel. En el ensayo
realizado en el presente trabajo, se evalu6 la secrecién de las MMPs 2 y 9 segun los

diversos estimulos evaluados

Con base a esto, decidimos evaluar si las LDLs promueven la secrecion de MMPs por
parte de las células PC3, asi como si el triazaspirano disminuye dicho proceso. Cultivos
de células PC3 se estimularon con LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL con triazaspirano 10
UM durante 12 y 24 horas, se recolecté el medio tras dicho tiempo y se realiz6 el
zimograma con el medio recolectado. En la fig. 6 los resultados demuestran que las
LDLs promueven la secrecion de MMP-9 por parte de las células PC3 a 30 ug/mL, efecto
que al afiadir el triazaspirano no fluctia. Dichos efectos son apreciados en mayor medida
a las 24 horas. En cuanto a la MMP-2, no se mostré efecto modulador por parte de las

LDL o el triazaspirano.
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Figura 6. Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la secrecion de MMPs en células
PC3. Zimograma de medio recolectado de células PC3 estimuladas durante 12 (A) y 24
(B) horas con LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL con triazaspirano 10 puM. El gel obtenido
mediante electroforesis fue tefiido y posteriormente fotografiado. La grafica representa la
media = D.E. de al menos tres experimentos independientes y es expresada como las
veces de migracion respecto al control negativo (células PC3 estimuladas con DMEM).
BE: triazaspirano; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; LDL: lipoproteina de
baja densidad; MMP: metaloproteinasa de matriz; SFB: Suero Fetal Bovino.

8.5. La expresidn proteica de LDLR, PCSK9 y SREBP2 es inducida por LDLs en
células PC3 e inhibida por el triazaspirano.

Diversos estudios han esclarecido que el metabolismo de lipidos en células de cancer se
encuentra alterado. Particularmente en cancer de prostata se ha establecido que a lo
largo de la progresiéon y desarrollo de la enfermedad ocurre una desregulacion en las
vias metabdlicas involucradas en el metabolismo de lipidos, lo cual se asocia a un
fenotipo maligno y agresivo por parte de dichas células. Para el estudio de las
modificaciones en dichas vias, se utiliza la técnica de western blot que permite el analisis

de la expresion de proteinas involucradas en vias de interés (Siltari et al., 2022).

Es por ello que se decidié evaluar la modulacion de la expresion proteica del LDLR,
PCSK9 y SREBP2 por parte de las LDLs y el triazaspirano. Cultivos de células PC3 se
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estimularon con LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL mas triazaspirano 10 uM durante 12y 24

horas, se obtuvieron lisados celulares, se realizdé su cuantificacion proteica y fueron

procesados mediante inmunodeteccion. En la fig. 7 los resultados demuestran que las

LDLs a 30 pg/mL disminuyen la expresion de LDLR y PCSK9 en las células PC3, efecto

gue es potenciado cuando se afiade el triazaspirano y es mas evidente a las 24 h. En

cuanto a nSREBP2, tanto el estimulo con LDL y triazaspirano aumentan la expresion de

SREBP?2 escindido a las 12 h, sin embargo, a las 24 h se ve un descenso de su expresion,
el cual es mas evidente con el triazaspirano.
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Figura 7. Efecto de las LDLs y triazaspirano sobre la expresién proteica de LDLR,
PCSK9 y nSREBP2 en células PC3. Inmunodeteccién de lisados de células PC3
estimuladas durante 12 y 24 horas con LDL 30 pg/mL y LDL 30 pg/mL con triazaspirano
10 uM. EI gel obtenido fue transferido a una membrana, incubado con los respectivos
anticuerpos primarios y secundarios, y revelado mediante un fotodocumentador. La
gréfica representa la media = D.E. de al menos tres experimentos independientes y es
expresada como las veces de migracion respecto al control negativo (células PC3
estimuladas con DMEM). Los asteriscos indican significancia estadistica; *p<0.05. BE:
triazaspirano; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; LDL: lipoproteina de baja

densidad; SFB: Suero Fetal Bovino.

8.6. Anadlisis de la base de datos GEPIA.

Ante los datos obtenidos de los experimentos previos, se opto por investigar la expresion
reportada de las proteinas de interés en el modelo de cancer de pristata mediante
GEPIA, servidor que ayuda a investigar la expresion de ARN de proteinas implicadas en
el proyecto de investigacion(GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis),
s. f.).

Con base a esto, se obtuvo la expresion génica de las proteinas de interés, LDLR,
PCSK9 y SREBP?2 las cuales se muestran en la fig. 8, y la expresion génica de AKT en
la fig. 9. SREBP2 y AKT1 presentan una mayor expresion en tejido de cancer de prostata
en comparacion a tejido sin malignidad. En cuando a la supervivencia global, el tener

una mayor expresion de LDLR y PCSK9 se asocia a una menor sobrevida.
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Figura 8. Informacién de expresion de ARN de los subtipos de LDLR, PCSK9 y
SREBP2 en cancer de prostata y tejido prostatico sano obtenida de GEPIA. Se
obtuvo de la base de datos la expresién de ARN de LDLR, PCSK9 y SREBP2 de tejido
de cancer de prostata y tejido prostatico sano, ademas de la supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad con base en la expresion alta o baja del ARN de
LDLR, PCSK9 y SREBP2.
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Figura 9. Informaciéon de expresion de ARN de los subtipos de AKT en cancer de
préstata y tejido prostatico sano obtenida de GEPIA. Se obtuvo de la base de datos

la expresion de ARN de AKT de tejido de cancer de prostata y tejido prostatico sano,
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ademas de la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad con base en la

expresion alta o baja del ARN de AKT.

9. Discusion

El colesterol es un componente esencial de las membranas plasmaticas de las células,
constituye un tercio de los lipidos de la membrana, por lo tanto es un elemento requerido
para el crecimiento celular, especialmente en células de cancer, las cuales se benefician
de este lipido al concentrarlo en sitios especificos de la membrana para acrecentar las
vias de sefalizacion celular y favorecer procesos como el de migracién celular (Riscal
et al., 2019).

En células de cancer de préstata, los mecanismos reguladores de las vias involucradas
en el metabolismo de lipidos se encuentran alteradas, lo cual puede explicar la mayor
agresividad y peor pronéstico de los pacientes con cancer de préstata al presentar
hipercolesterolemia asociada. Dicha enfermedad representa una problematica para la
poblacibn mexicana, tanto por su alta incidencia como su alta mortalidad, al ser la
enfermedad neoplasica en primer lugar en ambas categorias para los hombres
mexicanos, quienes en caso de tener asociado un factor prondstico negativo, como es la
dislipidemia, la probabilidad de supervivencia disminuye (Shafique et al., 2012). Es en
estos pacientes resulta importante otorgar un nuevo abanico de posibilidades para su

manejo terapéutico, para conferir un estado libre de enfermedad y mejorar su prondéstico.

En este estudio, se caracteriz6 el efecto de las LDL y triazaspirano sobre la linea celular
tumoral de cancer de préstata PC3 que proviene de metastasis de un adenocarcinoma
prostatico. Las LDL promueven procesos de migracion e invasion, mientras que el
triazaspirano disminuye dichos fendmenos, efecto que parece ser independiente de la
secrecion de MMPs, cuya secrecion fue estimulada por las LDL pero el triazaspirano no

tuvo efecto modulador sobre ello.

En cuanto al metabolismo de lipidos, las LDL demostraron reducir la expresion del LDLR

y PCSK9, efecto méas notorio al afiadir el triazaspirano, por lo que posiblemente el
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receptor se sature a las concentraciones de LDLs utilizadas, pese a que el LDLR se ha
reportado que suele saturarse hasta concentraciones desde 40 pg/mL, sin embargo, esta
cifra varia segun el tipo celular y la densidad de las LDL (Galeano et al., 1998; Stephan
& Yurachek, 1993). En cuanto a SREBP2, el estimulo de las LDL favorecia la expresion

de dicha proteina, mientras que el azaspirano la redujo a las 24 horas de estimulo.

Alteraciones en los niveles de colesterol sérico modulan el comportamiento fenotipico de
algunas neoplasias. La hiperlipidemia a expensas de colesterol se ha asociado a
aumentar el riesgo de desarrollar cancer, asi como de tener una enfermedad neoplasica
mas agresiva. Las LDL cumplen su papel en esto mencionado al estar involucradas en
procesos de metéastasis (Wan et al., 2015). El colesterol como se ha mencionado, es un
componente esencial de la membrana celular, en ella tiene la capacidad de formar balsas
lipidicas o microdominios en la membrana, lo cual permite reclutar diversas proteinas y

transportadores que potencian la eficacia de las vias de sefializacion (Vona et al., 2021).

Dentro de las proteinas que pueden ser reclutadas estan las integrinas, las cuales se
concentran en estos microdominios, generan adhesiones focales, que en conjunto a
otras proteinas, forma el llamado frente de migracion, lo que permite a la célula llevar a
cabo su desplazamiento de un sitio a otro, dichas interacciones son dinamicas y se van
modificando conforme la célula migra (Hoque et al., 2015). Esto a su vez es gracias a la
desregulacion de factores de transcripcibn como Snail y Twist, encargados de la
expresion de proteinas de adhesion, especificamente al estimular con colesterol se ha
observado que hay aumento de la N-cadherina, asi como de secrecion de MMPs que en
conjunto a la falta de union célula-célula, confieren a estas células la capacidad de
remodelar su microambiente y desplazarse desde su sitio primario a tejidos u érganos
distantes (Jung et al., 2021).

Diversos factores de transcripcion involucrados en este proceso de TEM son regulados
por las vias de sefializacion de PI3K/AKT y Erk 1/2, las cuales son conocidas por
favorecer la proliferacion, migracion e invasion de las células tumorales (Deng et al.,

2022). La via de AKT ademas de modular la TEM, juegan un papel importante en el
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metabolismo celular, particularmente en el metabolismo de lipidos al aumentar la
expresion de SREBP2, un factor de transcripcion esencial en la regulacion de los niveles
de colesterol, esto mediante la sintesis de de LDLR, HMG-CoAR y PCSK9, los cuales en
condiciones libres de cancer, aumenta su expresion cuando disminuye la concentracion
intracelular de colesterol. Por el contrario, cuando se detectan niveles elevados de
colesterol dentro de la célula, disminuye la sefializacion por parte de SREBP2 y la
consecuente disminucion de la expresion de las proteinas blanco moduladas por esta.
En células neoplasicas dicho mecanismo se encuentra alterado, debido a la
desregulacion en la expresion de proteinas involucradas (Rodrigues Dos Santos et al.,
2014).

Se ha observado que la actividad y funcion de PCSK9 es regulado por SREBP2. Este
altimo, una vez activo, favorece la actividad de PCSK9, cuyos niveles disminuyen en
condiciones de inanicion y aumentan con la alimentacion. favoreciendo asi en
condiciones de deplecién de colesterol, que LDLR no sea degradado y la célula pueda
seguir captando LDL. Por otro lado, existe otro regulador de PCSK9, HNF1l-a
(Hepatocyte Nuclear Factor-1 a), un factor de transcripcidn que en conjunto con SREBP2
mantienen los niveles de PCSK9 en la célula. A diferencia de SREBP2, HNF1-a no regula
al LDLR, asi que ante niveles bajos de HNF1F-a, existe disminucion de la expresion de
PCSK®9 sin afectar los niveles de LDLR (Burke et al., 2017). En los resultados obtenidos
en esta investigacion, se observé disminucion en la expresion proteica tanto de LDLR,
como de PCSKY9, por lo que se presume que el principal mecanismo de regulacion lo
genere SREBP2, encargado de modular ambas proteinas, sin embargo, no se descarta

que las LDL o el triazaspirano estén actuando sobre HNF1-a.

En diversos estudios se ha reportado que en células de metastasis de cancer de pristata
hay aumento de la expresion de LDLR, SREBP2 y PCSK9 (Poulose et al., 2018; Xia
et al., 2021), al corroborar con los datos obtenidos de GEPIA, la Unica proteina reportada
aumentada con base a dicha informacion es SREBP2, se atribuye esta discrepancia
entre los datos, al hecho de que la base de datos GEPIA integra informacion sobre
biopsias obtenidas de cancer de prostata, pero no permite clasificar esos datos acorde a
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los estadios de la enfermedad. Es importante mencionar que si existe esta herramienta
para otros tipos de cancer pero no se encuentra habilitada para cancer de préstata, por
lo que se desconoce si los datos aportados por GEPIA son en su mayoria en estados
clinicos tempranos o tardios. Esto permite explicar la variabilidad entre la informacién
reportada por otros investigadores y la reportada en dicha base, ademas de que en ella
trabajamos con la expresion génica de ARN, que aunque nos brinde informacién util, no
podemos determinar si dicha expresion correlacione con la sintesis y activacion de la
proteina (Chen & Hughes-Fulford, 2001; Murtola et al., 2012).

En el caso de los datos obtenidos en nuestros experimentos las LDL parecen disminuir
la expresion de LDLR, pero incrementan la expresion de SREBP2, por lo que se presume
gue con la extension del tiempo de estimulo, podriamos visualizar el efecto de SREBP2
sobre la expresion de LDLR y observar efectos similares a los reportados por otros
estudios donde los tratamientos con colesterol favorecen la expresion las proteinas. Por
otro lado, existe la posibilidad de que el LDLR sea regulado mediante otros mecanismos
distintos a la via de SREBP2, a través de IDOL (Inducible degrader of LDLR) o EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) (Salerno et al., 2020; Scully et al., 2021). En cuanto
a PCSK?9, se mostro una disminucion en los niveles de expresion proteica al estimularse
tanto con LDL como con triazaspirano, siendo que en condiciones basales se ha
reportado que en cancer de préstata hay niveles elevados de dicha proteina en lineas
celulares de CP como PC3 y LnCap, lo cual se observo en la condicion sin tratamiento
(Gan et al., 2017).

Enfocandonos en los efectos por parte del triazaspirano, cabe destacar algunos datos
reportados sobre otras moléculas de la familia. Los azaspiranos han demostrado tener
capacidad para modular procesos de migracion e invasion en células tumorales, esto
atribuido a la modulacién de vias como la de AKT y Erk 1/2, con la consecuente
disminucién de moléculas de adhesion de fenotipo mesenquimal como N-cadherina, y
aumentar la expresion de E-cadherina y ocludina, que confieren a las células un fenotipo
epitelial, favoreciendo que las células permanezcan adheridas y conserven su relacion

célula-célula (Sulaiman etal.,, 2016). Ademas de estas vias, a su vez poseen la
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capacidad de regular STAT3, via igualmente asociada a procesos de migracion e
invasion, particularmente la secrecion de MMPs, por lo que estas moléculas poseen la
capacidad de regular estos mecanismos mediante el bloqueo de dichas vias y

disminucién de la migracién e invasion celular (Sulaiman et al., 2016).

Aunque no existe evidencia de la modulacién de la via de lipidos por parte de los
azaspiranos, el efecto que estos ejercen sobre Erk 1/2 que si esta dilucidado, nos puede
aportar informacion respecto el mecanismo por el cual el triazaspirano tiene actividad
sobre el metabolismo de lipidos (Hamasaki et al., 2005). Erk es una proteina involucrada
en la activacion de SREBP2, factor de transcripcion que confiere a la célula la regulacion
de otras proteinas con la finalidad de mantener niveles elevados de colesterol en las
células neoplasicas (Xue et al., 2020). En nuestros experimentos se determind que con
estimulos de 24 h SREBP2 disminuye con el estimulo del triazaspirano, con lo cual se
presume que mantendria a la célula con niveles intracelulares de colesterol bajos, con la

consecuente afectacion de su capacidad de proliferar, migrar e invadir.

El impacto de la regulacion de los niveles de colesterol intracelular en el pronéstico de
personas con CP cobra gran interés al representar una variable importante a considerar
en el manejo de dichos sujetos, esto debido a que como se ha mencionado, el colesterol
tiene un papel importante en las células de CP, al ser precursor de andrégenos y estos

mismos al son reguladores de la proliferacién de este cancer (Tousignant et al., 2019).

El aumento en la disponibilidad de colesterol para dichas células se asocia a la
progresion de la enfermedad, asi como a un comportamiento mas agresivo por parte las
células, en donde personas que padecen CP e hipercolesterolemia, se ha asociado a
una mayor probabilidad de presentar metastasis (Pelton et al., 2012). Se han propuesto
diversas medidas para disminuir dicho factor de riesgo modificable, como es implementar
dietas estrictas bajas en grasa, medicamentos hipolipemiantes, los cuales siguen en
estudio para verificar el impacto en personas con CP, ya sea en prevenir la enfermedad
0 evitar su progresion. Una medida terapéutica ideal seria aquella que no solo contribuya
a regular la via del metabolismo de lipidos o los niveles de colesterol en las células de
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CP, sino que también tenga la capacidad de actuar en otras vias de sefalizacion celular
implicadas directamente en la progresion del cancer (Pelton et al., 2012), potencial que

han demostrado los azaspiranos.

El efecto del triazaspirano en cuestion podria ser dependiente de la concentracién y el
tiempo de estimulacion, pudiendo regular diversas vias acorde al aumento o disminucion
de dichas variables. Los efectos visualizados en los experimentos se atribuyen a la
posible modulacién de AKT por parte del triazaspirano, esto sustentado en los
antecedentes de otros azaspiranos sobre dicha proteina (Hamasaki et al., 2005), con lo
cual podriamos explicar la disminucibn de migraciobn e invasion por parte del

triazaspirano, asi como la modulacion de las proteinas estudiadas.

10. Conclusiones

El triazaspirano a una concentracion de 10 uM demostr6é un efecto inhibitorio sobre la
migracion e invasion de células de cancer de prostata PC3 estimuladas con LDLs, asi
como disminucién de proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos tales como
LDLR, PCSK9 y SREBP2, por el contrario, no se demostraron cambios significativos en
los niveles de MMPs. La regulacion del factor de transcripcion SREBP2,
presumiblemente causaria una disminucion en los mecanismos de obtencion de
colesterol por parte de la célula, generando el descenso en los efectos favorecidos

inicialmente por las LDLs.
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Anexos
Anexo A. Acta de aprobacion del Comité de Etica en Investigacion.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA MEXICALI
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

Mexicali, Baja California a 14 de diciembre de 2022

Dr. Octavio Galindo Hernandez
Investigador Responsable

Facultad de Medicina Mexicali
Universidad Auténoma de Baja California
Humbherto Torres Sanginés s/n, Centra Civico; € P 21000 Mexicali, R, Méxiro

Titula del prayecta: "FFFCTO DF R-RFN7YI-1,3,R-TRIAZASPIR0-[4 5]-DFCAND-2,4-DIONA SORRF
LA MIGRACION E INVASION DE CELULAS TUMORALES PROSTATICAS PC3 ESTIMULADAS CON
LDLs"

Asunto: DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

APROBADO
Numero de registro asignado por ¢l Comité: FMWCEI-FMM/011/2022-2

Estimado investigador, en atencién a la solicitud presentada para obtener niimero de registro
ante el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina Mexicali (CEI-FMM), en sesion
ordinaria, se ha decidido aprobar su solicitud y validar el nimero de registro otorgado. Le

sugerimos mantener comunicacién constante con el comité para un adecuado seguimiento.

ATENTAMENTE

(L0

Dr. Carlos Olvera Sandoval
Presidente del CEI-FMM

CALLE DR. HUMBERTO TORRES SANGINES §/N, CENTRO CIVICO, MEXICALL, B. €., CP. 21000
TEL. (686)557-16-22 EXT. 45342
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Anexo B. Formato de la Carta de Consentimiento Informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA MEXICALI

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaracion de Consentimiento del Paciente para Participar en el Estudio

Titulo del Estudio: Efecto de 8-Benzyl-1,3,8-Triazaspiro-[4.5]-Decano-2,4-Diona sobre
la migracion e invasion de células tumorales prostaticas PC3 estimuladas con LDLs..

Patrocinador: 22da Convocatoria Interna de Apoyo a Proyectos de
Investigacion

Lugar y fecha: Mexicali, Baja California, 8 de septiembre de 2022.

Direccion: Calle Dr. Humberto Torres S/N, Centro Civico.

Teléfono: 686-557-1622 Ext. 45324

Comité de Etica: Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina
Mexicali.

Lea este documento detenidamente

Lo estamos invitando a participar en un estudio de investigaciéon. Antes de decidir
participar, necesita entender por qué se lleva a cabo la investigacion y qué implicara.
Preguntenos si hay algin aspecto que no esté claro o si desea tener mas informacion.
Estamos a su disposicion para responder a cualquier pregunta que tenga ahora o en
cualquier momento durante el estudio.
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Justificacion

Las alteraciones en el metabolismo y en las concentraciones sanguineas de lipidos
(dislipidemias) representan un factor de riesgo importante en el desarrollo de cancer de
mama, correlacionandose fuertemente con una baja supervivencia particularmente en
pacientes post-menopadusicas. La obesidad va comunmente de la mano con la presencia
de dislipidemias, aunque también se ven implicadas otras alteraciones metabdlicas. Las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
podrian desempefiar un papel critico en varios mecanismos que desencadenan la
progresién tumoral.

Por otro lado, el desarrollo de agentes quimioterapéuticos ha reducido significativamente
la mortalidad de pacientes con cancer de mama, sin embargo, la resistencia
farmacoldgica continda siendo un area de oportunidad. Considerando que diversos
estudios sugieren una relacion de los niveles altos de LDL con el desarrollo y progresion
del cancer de mama, asi como con la resistencia al tratamiento, es importante descubrir
la forma en que las LDL participan en la progresion y el desarrollo de resistencia a la
terapia del cancer de mama, lo que permitird la blUsqueda de nuevos tratamientos
farmacoldgicos.

Es importante remarcar que para los fines de esta investigacion es necesario el uso de
plasma fresco para la obtencion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) con calidad
adecuada para los experimentos in vitro. Por lo anterior, durante el desarrollo del estudio
se invitara a participar a dos sujetos sanos de 20 a 40 afios, esto con la finalidad de que
puedan ser donantes de muestras de sangre para el aislamiento de LDLs.

Objetivo del estudio

El presente trabajo tiene como objetivo investigar la forma en que las LDL pudieran
participar favoreciendo la progresion tumoral y la resistencia al tratamiento farmacologico
del cancer de mama, lo cual permitira sentar las bases para la busqueda de nuevas
moléculas con potencial actividad farmacolégica contra el cancer de mama.

Procedimientos

63



Si usted acepta participar en el estudio, se le colectara una muestra de sangre venosa
de aproximadamente 15 mL para la obtencion de suero sanguineo el cual se utilizara
para la cuantificacibn de metabolitos (perfil de quimica sanguinea de al menos 20
parametros), asi como para el aislamiento de lipoproteinas de baja densidad (LDL);
ademas, se colectaran 3 mL para la obtencién de sangre total para la determinacién de
una biometria hemética. A los participantes se les realizara una historia clinica y un
examen fisico general.

Posibles riesgos y molestias

Sobre la coleccién de la muestra sanguinea, hay un riesgo bajo de dolor al puncionar la
vena y de sangrado minimo, el cual va disminuyendo gradualmente al paso de los
minutos; puede generarse algin morete en el sitio de la punciébn, muy raramente
infeccion ya que todo esto se realiza con material estéril y desechable.

Beneficios al término del estudio

Usted puede obtener el beneficio de conocer los resultados del perfil de quimica
sanguinea (al menos 20 parametros) asi como de la biometria hematica. Estos
resultados seran valorados por un médico, lo que, en conjunto con un examen fisico
general y una historia clinica, permitiran conocer su estado general de salud.

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento

Usted obtendra un reporte en formato electrénico de los resultados de las pruebas de
laboratorio y de la valoracion de su estado fisico. Si usted lo desea se les proporcionara
orientacion para el manejo de los resultados de laboratorio que muestren alteracion.

Participacion o retiro

Usted dispondra de todo el tiempo que requiera para leer esta informacion, pensar en
ello, meditarla y decidir al momento de la entrevista 0 en una préxima consulta, si desea
participar en el estudio. Usted esta en libertad de hacer todas las preguntas que desee y
gue se le aclaren todas las dudas que pudiera tener sobre su participacion en esta
investigacion. También tiene derecho a dirigirse a otras personas del equipo de
investigadores. En caso de que usted decida participar en el estudio, usted tiene derecho
a retirarse del mismo en cualquier momento si asi lo desea, lo que podra hacer sin que
esto represente algun tipo de afectacion hacia su persona.

Compensacion

En el presente estudio su participacion es totalmente voluntaria, por 1o que no existe una
compensacion econdémica 0 en especie por su colaboracion. Por otro lado, su
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contribucion en el estudio sera retribuido a través de los beneficios que se derivan de la
investigacion como se describidé previamente.

Privacidad y confidencialidad

Toda la informacion que proporcione para el estudio o que se obtenga a partir de los
procedimientos ya descritos sera de caracter estrictamente confidencial, seré utilizada
Unicamente por el equipo de investigacion del proyecto y no estard disponible para
ninguno otro propdsito. Usted quedara identificado con una clave y no con su nombre.
Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos, guardando los
principios éticos correspondientes a la confidencialidad de los datos personales de los
participantes. Sin embargo, usted puede solicitar informacion de los datos que se
obtengan con su participacion en cualquier momento durante el estudio o al final del
mismo.

Disposicion del material bioldgico colectado

Su muestra sanguinea serd manejada y desechada de acuerdo con lo que estipula la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones
de manejo. Se utilizara sangre total y suero para los procedimientos ya descritos, y se
resguardard suero sanguineo para futuros estudios si usted lo autoriza, marcando a
continuacion la casilla que corresponda:

Autorizo que se me colecte la muestra solo para este estudio.

D Autorizo que se me colecte la muestra para este estudio y estudios futuros.
En caso de dudas o aclaraciones

Usted esta en libertad de hacer todas las preguntas que desee para aclarar cualquier
duda que pudiera tener sobre su participacién en esta investigacion. También tiene
derecho a contactarse directamente con el Dr.Octavio Galindo Hernandez
(octavio.galindo@uabc.edu.mx), responsable de la investigacion; o bien con el Dr. Carlos
Olvera Sandoval (tel.: 557-1622 ext. 45342), presidente del Comité de Etica en
Investigacion de la Facultad de Medicina Mexicali.

Bajo las condiciones arriba mencionadas accedo a participar voluntariamente.

Nombre y firma del Paciente:
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Direccion:

Correo

Fecha:

Nombre

firma

Teléfono:

del Testigo

Direccion:

electroénico:

Fecha:

Nombre

firma

Teléfono:

del Testigo

Direccion:

Fecha:

Nombre

firma

Teléfono:

del

Fecha:

Investigador:
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