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RESUMEN

El cancer de préstata en México ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad.
El desarrollo del cancer de prostata esta regulado por la via del receptor de
andrégenos, por lo que, de los tratamientos existentes, los farmacos antiandrégenos
son los mas utilizados; sin embargo, las células cancerosas crean resistencia a la
terapia mediante mecanismos de resistencia como la activacion del receptor de
androgenos mediante la via de las MAPK. Los productos naturales se han estudiado
desde la antigliedad, siendo fuente de compuestos de importancia médica como el
esteviosido y sus derivados que se han estudiado en diversas lineas celulares
mostrando efectos antiproliferativos; sin embargo, no estan evaluados en lineas de
cancer de préstata, y su capacidad antimigratoria carece de estudios in vitro. Debido
a los mecanismos de resistencia, planteamos la bldsqueda de otros compuestos
como alternativa coadyuvante para el cancer de préstata, un candidato para ello es
el esteviol, para el cual se estudio el efecto sobre la proliferacién y, por primera vez,
en migracion de células de cancer de pristata, ademas de identificar si el
mecanismo de accion involucra la inhibicién del receptor de andrégenos inducida
por MAPK. Se realiz6 una curva de proliferacion utilizando tres lineas celulares de
cancer de prostata, LNCaP, PC-3 y DU-145; en cuanto a migracion, se realizé un
ensayo Transwell. Finalmente, se utilizé el acoplamiento molecular para identificar
el sitio de union de los compuestos con el receptor de andrégenos o las proteinas
ERK 1/2. El esteviol mostr6 una disminucién significativa en la proliferacion celular,
a partir de 25 uM en células LNCaP y PC-3, aunque no se observé el mismo efecto
para DU-145, donde se requiri6 una mayor concentracion para disminuir el
porcentaje de células vivas. En el ensayo Transwell para LNCaP se observo una
disminucién en la migracién de las células con concentracion de 25 uM y 200uM.
Se concluy6 que el esteviol muestra un efecto en la inhibicion de proliferacion y
migracion para células LNCaP y PC-3 y que su efecto esta relacionado con la
inhibicién del RA.

Palabras clave: cancer de prostata, esteviol, receptor de andrégenos, proliferacion,
migracion.



ABSTRACT

Prostate cancer in Mexico is the first place in incidence and mortality. Prostate
cancer development is regulated by androgen receptor pathway,therefore, of the
existing treatments, antiandrogens drugs are the most used; however, prostate
cancer cell create resistance against therapy through resistance mechanisms such
as androgen receptor activation by MAPK pathway. Natural products have been
studied since ancient times, being a source of medical important compounds such
as stevioside and its derivatives that have been studied in many cell lines showing
antiproliferative effects; however, they have not been evaluated in prostate cancer
lines, and their antimigratory capacity has not been studied in vitro. Due to the
resistance mechanisms, this project proposes the search for other compounds as
an adjuvant alternative for prostate cancer, one candidate for this is steviol, for which
the effect on proliferation and, for the first time, on cell migration of prostate cancer
cells was studied, in addition to identify if the mechanism of action involves the
inhibition of the androgen receptor induced by MAPK pathway. In order to achieve
the objective of this work, a proliferative curve was made using three prostate cell
lines LNCaP, PC-3 AND DU-145; in terms of migration, an assay with a Boyden
chamber or Transwell was performed. Finally, molecular docking was used to
identify the binding site of the compounds with the androgen receptor or ERK 1/2
proteins. Steviol showed a significant decrease in cell proliferation from 25 pM in
LNCaP and PC-3 cells, although the same effect was not observed for DU-145 cells,
where a higher concentration was required to decrease the percentage of living cells.
In Transwell assay for LNCaP, a decrease in cell migration was observed with
concentrations of 25 uM and 200 uM. We concluded that steviol shows an effect on
the inhibition of proliferation and migration for LNCaP and PC-3 cells and that its
effect is related to the inhibition of AR.

Key words: prostate cancer, steviol, androgen receptor, proliferation, migration
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1 INTRODUCCION

El cancer de prostata (CaP) es el segundo tipo de cancer mas comun en hombres
a nivel mundial, y en México este cancer ocupa el primer lugar en incidencia y
mortalidad; sin embargo, comparado con otras enfermedades es la tercera causa
de muerte, solo después de las enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus.
El desarrollo y progresion del cancer de préstata esta regulado por los androgenos
y su receptor, siendo un blanco terapéutico importante. En la actualidad, existen
diversos tratamientos como la radioterapia, prostatectomia, orquiectomia, farmacos
antiandrégenos y quimioterapia; sin embargo, las células prostaticas cancerosas
logran crear resistencia a la terapia, disminuyendo las probabilidades de
recuperacion o sobrevivencia de un paciente. Se ha observado que una de las
formas en que las células cancerigenas de prostata desarrollan resistencia a los
farmacos es mediante el entrecruzamiento de vias, es decir, que otras vias de
sefalizacion como la via de las MAPK (proteinas cinasas activadas por mitbgenos)
pueden activar al receptor de andrégenos, permitiendo la proliferacién y migracion
de las células cancerigenas. El CaP que presenta resistencia se ha nombrado
cancer de prostata resistente a castracion (CPRC) e implica una mayor probabilidad
de causar metastasis y poco porcentaje de supervivencia. EI manejo de los
pacientes con CPRC se realiza combinando los farmacos antiandrégenos con la
quimioterapia, pero, en este punto el tratamiento es paliativo. Por otro lado, la
investigacién, desarrollo y uso de productos naturales como agentes terapéuticos
han ido incrementando en los dltimos afios, con la finalidad de encontrar nuevos
compuestos que sirvan como coadyuvantes o0 presenten mayor eficacia. En este
proyecto se propone el esteviol e isosteviol, los cuales se obtienen por la hidrélisis
de tres moléculas de glucosa del esteviosido. El estevidsido ha ganado importancia
desde 2008, cuando fue aceptado por la Union Europea como edulcorante no
calorico y es muy utilizado actualmente por pacientes diabéticos. Ademas de la
dulzura, el estevidsido y sus derivados ofrecen otros beneficios terapéuticos como
actividad anticancerigena que se ha observado en diferentes lineas celulares, como
HT-29 de colon, MCF-7 de mama y HGC-27 gastrointestinal, mostrando arresto en
el ciclo celular en la fase G2/M y promoviendo la apoptosis, al aumentar la expresion
de caspasas efectoras como caspasa 3. Estos compuestos también, han mostrado
un efecto en la inhibicién de vias de sefalizacion como las MAPK, disminuyendo la
expresion de ERK, que se traduce en disminucién de la proliferacién celular. Cabe
recalcar que a pesar de que existen estudios del efecto antiproliferativo de esteviol
e isosteviol en otras lineas celulares, no estd evaluado su efecto en cancer de
prostata y su capacidad antimigratoria, esta ultima en ningun tipo de linea celular;
es por ello que en este proyecto se busca estudiar el efecto del esteviol e isosteviol
sobre la proliferacion y, por primera vez, en migracion de células de cancer de



préstata e identificar si el mecanismo de accién involucra la inhibicion del receptor
de andrégenos inducida por MAPK.

2 ANTECEDENTES
2.1 Anatomia y funcion de la préstata

La glandula prostatica es una glandula fiboromuscular densa, cuya forma es similar
a un cono invertido que tiene una base que rodea el cuello de la vejiga y un vértice
por debajo situado en el esfinter uretral externo. La prostata se ubica detras de la
sinfisis del pubis y anterior al recto; el tamafio normal de la glandula es de
aproximadamente 4x3x3 cm y su peso oscila entre 20-30 g (Singh y Bolla, 2022;
Yacoub y Oto, 2018).

La prostata tiene una funcién secretora, principalmente una solucion alcalina que
tiene alto contenido de zinc y citrato, la cual protege a los espermatozoides del
ambiente acido de la vagina. El fluido prostatico actta como amortiguador de la
acidez de la vagina, con ellos se incrementa la vida Gtil de los espermatozoides,
aumentando el tiempo para fertilizar al 6vulo con éxito. El fluido secretado también
contiene proteinas y enzimas que nutren a los espermatozoides. El liquido
prostatico junto con el liquido seminal, permiten que la propulsibn mecénica de los
espermas sea mas facil a través de la uretra (Tuong et al., 2021; Singh y Bolla,
2022).

La estructura interna de la prostata es compleja, tanto que su anatomia estuvo
sujeta a controversia por 200 afios. En 1912, Lowsley describié en la prostata fetal
cinco l6bulos prostaticos: dos lébulos laterales, un lébulo anterior, un I6bulo
posterior y un l6bulo medio. Para el afio 1968, John McNeal, un patélogo clinico,
presentd una division de la préstata por zonas, en ella se considera tanto la
morfologia como los tipos histolégicos celulares. A la nueva propuesta se le conoce
como el esquema de McNeal el cual se mantiene hasta nuestros dias. El esquema

muestra tres zonas anatdmicas para la préstata adulta:



e Zona central, forma la base de la glandula que rodea lo conductos
eyaculadores.

e Zona periférica, la zona mas grande que constituye el 70% de la glandula,
rodea la mayor parte de la zona central y parcialmente la zona distal de la
uretra prostatica.

e Zona de transicion, pequefia zona que rodea una porcion de la uretra, entre

la vejiga y el verumontanum (Figura 1).

Existe un area denominada estroma fibromuscular anterior dentro de la préstata que
no es glandular y contiene principalmente tejido muscular y fibroso que rodea una
porcidn de la préstata llamada vértice. Finalmente, la prostata esta cubierta por una
capa fibrosa llamada capsula (Selman, 2011; Bastien et al., 2012; Yacoub y Oto,
2018; Henry et al., 2018; Singh y Bolla, 2022).

Como resultados de sus estudios, McNeal observé que la hiperplasia prostética
benigna (HPB) ocurre principalmente en la zona de transicién, mientras que el
cancer de préstata se desarrolla en la zona periférica (Yacoub y Oto, 2018; Henry
et al., 2018).

Zona de transicion Zona central Zona periférica Zona fibrosa

Figura 1. Esquema de las zonas anatomicas de la prostata. Se observan las
ubicaciones relativas y la relacion de la zona central, la zona de transicion y la zona

periférica (Bastien et al., 2012; Toivanen y Shen, 2017).



El epitelio prostatico adulto contiene diferentes tipos de células como las células
luminales (Figura 2), que son alargadas y expresan altos niveles de receptor de
andrégenos (RA), citoqueratinas (CK) 8 y 18; asi como proteinas secretoras como
el antigeno prostatico especifico (PSA por sus siglas en inglés, prostate specific
antigen). Debajo de la capa de células luminales se encuentran las células basales
que expresan CK5, CK14, p63, y bajos o incluso niveles indetectables de RA.
Ocasionalmente se pueden encontrar células intermedias entre la capa de células
basales que secretan CK19. Otro tipo de células son las neuroendocrinas que se
encuentran en la base del epitelio y expresan neuropéptidos y otras hormonas; a
menudo muestran un proceso dendritico que entra en contacto con la luz glandular
(Toivanen y Shen, 2017).

El estroma de la prostata contiene una capa de musculo liso que permite que se dé
la contraccion para la expulsion del fluido prostatico en la eyaculacion. También se
pueden encontrar fibroblastos que secretan componentes de la matriz extracelular,
como proteinas fibrilares, glicoproteinas y proteoglicanos. Existe evidencia que
sugiere la capacidad protumorigénica de los fibroblastos estromales dentro del
microambiente tumoral, induciendo la transformacion epitelial y estimulando sefiales
de supervivencia. Finalmente, el estroma incluye vasos sanguineos, linfaticos,

nervios y células del sistema inmune (Toivanen y Shen, 2017; Rebello et al., 2021).

Conducto Células Células Células Células
prostatico luminales  basales intermedias Neuroenddcrinas
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Figura 2. Esquema de los tipos de células en la prostata. Se muestra la composicion
del compartimiento epitelial al igual que el estromal (Toivaneny Shen, 2017; Rebello
et al., 2021).



2.2 Enfermedades que afectan la prostata

Las enfermedades mas comunes que afectan la prostata son la prostatitis, la

hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el cancer de prostata (CaP).

La prostatitis es una condicion inflamatoria de la préstata con una prevalencia de
8.7%. La prostatitis tiene diferentes etiologias, incluyendo infeccién bacteriana e
inmunidad desregulada (Gorski et al., 2018; Shakur et al., 2021).

La prostatitis bacteriana es la forma mas comun de prostatitis, puede presentarse
tanto en hombres jovenes, como en hombres mayores. Existen dos tipos de
prostatitis bacteriana, la aguda y la crénica. Escherichia coli es el microorganismo
que se aisla con mayor frecuencia, aunque también pueden encontrarse otras
bacterias Gram negativas del género Klebsiella, Proteus y Pseudomonas, y
bacterias Gram positivas, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. Por otra
parte, la prostatitis inflamatoria asintomatica se define como infiltrados inflamatorios
en el tejido prostatico (Gorski et al., 2018; Shakur et al., 2021).

La HPB también conocida como adenoma de proOstata o prostatismo, es la
enfermedad del sistema urinario mas comun en hombres de edad avanzada y es el
crecimiento benigno de la préstata; las principales manifestaciones patolégicas son
la hipertrofia proliferativa y la formacién de nédulos en la zona de transicion de la
prostata. El riesgo de desarrollar HPB incrementa conforme el varon va
envejeciendo, se considera como una enfermedad excepcional en menores de 50
afos; mientras que los hombres que rondan sus 50°s se estima que el 40% sufre o
sufrira los sintomas relacionados con el crecimiento benigno de la préostata, aumenta
hasta el 70% en la poblacion masculina entre los 60°s y hacia los 80 afios esa
proporcion se aumenta a un 90%. La HPB es la causa mas comun de sintomas del
tracto urinario inferior en hombres, los cuales incluyen los involucrados con miccion
y retencion de orina que afectan la calidad de vida. Sin embargo, algunos hombres
no presentan ningun sintoma y se pueden percatar de la afecciébn médica a través

de estudios de rutina. Al mismo tiempo la HPB incrementa el riesgo de infecciones



del tracto urinario y la retencion urinaria aguda (Tong y Zhou, 2020; Tsunemori et
al., 2021).

2.3 Cancer de prostata (CaP)

El cancer de prostata (CaP) en México ocupa el primer lugar en incidencia y el
primer lugar en muertes relacionadas con cancer en hombres mayores a 65 afios,
y ademas se ha convertido en un problema de salud publica debido a que es la
tercera causa de muerte en nuestro pais después de las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes mellitus. Las tasas de incidencia y mortalidad del CaP
en nuestro pais han estado avanzando de manera considerable desde el afio 2000,
siendo otro de los motivos por los que estd enfermedad pone en riesgo la salud
publica de México (Tabla 1). Dentro de nuestro territorio se estima que cada afio
mueren 7,000 hombres y se diagnostican entre 21,000 y 25,000 nuevos casos de
esta enfermedad (Adame-Gonzalez et al., 2020; GLOBOCAN, 2020; Beltran-
Ontiveros et al., 2022).

Tabla 1.- Incidencia y mortalidad de CaP estimada en México (2000 — 2019)
(Beltran-Ontiveros et al., 2022)

2000 2010 2019
Incidencia (No. de casos) 11,444 17,784 27,096
Mortalidad (No. de muertes) 4812 6864 9256

El CaP es un trastorno heterogéneo y multifocal caracterizado por la reduccién en
las concentraciones de zinc y citrato tanto en la glandula como en el fluido
prostatico. El CaP se desarrolla en su mayoria en la zona periférica (70 % de los
casos), del 15 — 20 % en la zona central y solo del 10 — 15 % en la zona transicional
de la préstata (Tuong et al., 2021).

El desarrollo del CaP esta asociado a la acumulacién de mutaciones somaticas en

el genoma de las células epiteliales de la préstata a lo largo de la vida de un
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paciente; estas mutaciones pueden ocurrir tanto en oncogenes como en genes
supresores de tumores. El resultado de las modificaciones genéticas son los
cambios en la transcripcion y/o traduccion de genes que regulan el crecimiento
celular, la reparacion del dafio al ADN, proliferacién y muerte celular, lo que conduce

a la desregulacion de la homeostasis celular (Rebello et al., 2021).

Los precursores del CaP (Figura 3) son la atrofia inflamatoria proliferativa (AIP) y la
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) (Sfanos et al., 2018; Eryilmaz et al., 2019;
Rebello et al., 2021).

La AIP, es una inflamacién crénica, principalmente en la zona periférica de la
prostata. Las regiones con AIP contienen células luminales atréficas que presentan
alta tasa de proliferacion. Las areas que presentan AIP estan enriquecidas con
células intermedias que expresan CK8, CK18 Y CK5, presentan sobreexpresion de
Bcl2 e incluso pueden expresar bajos niveles de RA 'y PSA. La presencia de AIP es
considerada un factor de alto riesgo para la carcinogénesis de la préstata, puesto
gue estas lesiones estan relacionadas con una transicion directa hacia NIP vy

carcinoma (Sfanos et al., 2018; Eryilmaz et al., 2019).

La NIP se desarrolla, al igual que AIP, en la zona periférica; histolégicamente existen
tres niveles de NIP, siendo el NIP 1 el de bajo grado y el NIP 3 el de alto grado
(Zhou, 2018). La NIP de alto grado ha sido considerada como la principal precursora
del CaP, se estima que el 30% de los pacientes con esta lesion desarrollaran CaP
dentro de un afio. La NIP de alto grado esta caracterizada por una escasez de
células basales y prevalencia de células luminales. Las lesiones NIP de alto grado
se caracterizan por pérdida en PTEN (phosphatase and the tensin homolog) y
NKX3.1 (NK3 homebox 1), sobreexpresion del protooncogen MYC, BCL-2 y el gen
GSTP1 (gluthatione S-transferase pi 1), acompafiado de mutacion en SPOP
(speckle type BTB/POZ protein) y la fusion del gen regulado por andrégenos
TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2) con el gen ERG de la familia de las
ETS (Cuietal., 2017; Lee y Ro, 2018, Saranyutanon, 2020).



El desarrollo de CaP a patrtir de la lesion NIP de alto grado se lleva a cabo a través
de la pérdida del gen de la proteina de retinoblastoma (RB1) asi como la activacién
de la telomerasa y la mutacion en FOXAL (forkhead box Al). La evolucion a cancer
de prostata invasivo esta dada a través de multiples cambios moleculares como la
pérdida de correpresores del RA, mutaciones en el RA, FOXA1, BRCA1/2, ATM,
ATR y RAD51; acompafiado por la ganancia de funcion de coactivadores del RA
como CXCL12 y CXCR4 (Saranyutanon et al., 2020).
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Figura 3. Progresion del CaP. Se muestran las lesiones previas al desarrollo del

CaP y los cambios moleculares que estan involucrados (Saranyutanon et al., 2020).

2.4 Receptor de Andrégenos y Via de sefalizacion del Receptor de

Andrdégenos.

El RA es un factor de transcripcion responsivo a andrégenos que pertenece a la
familia de los receptores nucleares. El gen del RA esta localizado en el brazo largo

del cromosoma X (q11-12), consta de 8 exones y codifica a una proteina de 110



kDa y 920 aminoacidos. El RA consta de un dominio amino terminal codificado por
el ex6n 1 (NTD), un dominio de unién al ADN codificado por los exones 2y 3 (DBD),
una region bisagra del exon 4, (HR), y un dominio de unién a ligando que abarca de
los exones 5 al 8 (LBD) (Figura 4). En la actualidad no existe estructura cristalizada
del RA completo, pero si, de la estructura del dominio de unién a ligando y, por

separado el dominio de union a ADN (Messner et al., 2020; Tan et al., 2020).
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Figura 4. Estructura del receptor de androgenos. En la parte superior se muestran
los 8 exones que conforman el gen del RA, mientras que en la parte inferior se
observa la proteina con sus cuatro dominios, se pueden identificar también los
dedos de zinc y los dominios menores de funcién de activacion transcripcional AF-
1y AF-2 (Messner et al., 2020).

EI NTD incluye el dominio de activacion de funcion transcripcional 1 (AF-1). EI DBD
contiene dos motivos de dedo de zinc, el primero cercano al NTD que controla la
union a los elementos de respuesta a androgenos (ERA) en el ADN; el segundo
facilita la dimerizacion del RA. La HR, localizada entre el DBD y el LBD muestra una
sefal de localizacidén nuclear que se une a la importina-a y facilita la translocacion
nuclear. El LBD es el principal blanco para los inhibidores del RA; esta region
consiste en once pB-hélices y presenta un dominio de activacion de funcion
transcripcional 2 (AF-2), en esta regién se han identificado mutaciones relacionadas

con el CaP (Messner et al., 2020; Fujita y Nonomura, 2019).

Los dos ligandos principales del RA que se unen y pueden activarlo son la
testosterona (T) y su metabolito, dihidrotestosterona (DHT). El 90% de la
testosterona es sintetizada en los testiculos en las células de Leydig y el resto por
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las glandulas suprarrenales, dentro del torrente sanguineo la T puede encontrarse
unida a una globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) o bien a
albumina. La T es capaz de difundirse dentro de las células prostaticas y es
convertida a dihidrotestosterona (DHT) por accion de la enzima 5a-reductasa (5AR).
Se conocen dos isoformas de la enzima 5AR, la 5AR1 y la 5AR2 que difieren en su
afinidad por la T; la 5AR1 presenta baja afinidad por la T y se expresa en tejido no
prostético como higado, piel y foliculos pilosos. La 5AR?2 tiene gran afinidad por la
T y se expresa en las células epiteliales y estromales de la préstata (Messner et al.
2020).
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Figura 5. Via de Sefalizacion del RA. A) El RA se encuentra en el citoplasma unido
a las proteinas de shock térmico. B) Union del RA con la DHT, disociacion de las
proteinas de shock térmico. C) RA activado transloca al nucleo. D) Formacion del
homodimero. E) Unidén del homodimero a los ERA (Messner et al. 2020).

En ausencia de la DHT, el RA se localiza en el citoplasma formando un complejo
gue incluye moléculas chaperonas de la familia de las proteinas de shock térmico
(HSP) como la HSP 90, 70 Y 40, las cuales protegen al RA de la degradacion.
Después de la conversion de la testosterona, la DHT se une directamente al RA, lo

gue ocasiona un cambio en la conformacion en el complejo formado por las
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proteinas de shock térmico, disociandose de HSP 90, 70, 40 y asociandose con
HSP27, de ésta manera se permite la translocacion nuclear del RA (Figura 5).
Dentro del nucleo el RA forma un homodimero con otro RA que se unird a los
elementos de respuesta a andrégenos; tras la union al ADN, el homodimero forma
un complejo con proteinas coactivadoras y correguladoras en las regiones AF-1y
AF-2. El RA regula la expresion de genes con diversas funciones localizados rio
debajo de los ERA, incluyendo proteinas secretoras (KLK3, KLK2), estimuladores
de crecimiento (IGF1R, APP), factores de transcripcion (NKX3.1, FOXP1), enzimas
metabodlicas (CAMKK2), genes involucrados con migracion (MMP) asi como la
fusién de genes (TMPRSS2-ERG) (Cai et al., 2018; Fujita y Nonomura, 2019;
Messner et al., 2020).

2.5 Diagnostico del CaP.

El CaP es una enfermedad asintomatica en las etapas de bajo riesgo, por ello es
necesario un diagnéstico temprano antes de que los sintomas inicien, con esa
finalidad se han desarrollado algunos métodos para el diagnéstico del CaP
(Sooriakumaran, 2020).

Las herramientas de diagndstico mas comunes incluyen el examen rectal digital
(ERD), mediciéon de antigeno prostatico especifico (PSA) en sangre y biopsia

dirigida por ultrasonido transrectal (Correas et al., 2020).

El ERD se realiza de manera rutinaria como parte de una evaluacién clinica
urolégica en pacientes con sospecha de CaP. Un ERD anormal es indicativo para
biopsia; sin embargo, el valor de este examen ha sido cuestionado, pues su valor
es limitado cuando existen niveles de PSA < 3 ng/mL. El uso del ERD tiene una
sensibilidad y especificidad por debajo del 60%, por lo tanto, no se recomienda para
excluir un CaP (Tan et al., 2021; Mottet et al., 2021).

La Administracion de Drogas y Alimentos de los E.E.U.U. (FDA, por sus siglas en
inglés, Food and Drug Administration) aprobdé en 1984 el PSA como un marcador
de CaP, ya que esta proteina solo es secretada por la glandula prostatica y se

considera muy especifica de la prostata. Su funcion normal es licuar el semen, pero
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en CaP es secretado en exceso; una concentracion > 4 ng/mL en suero es
considerada positiva para CaP. Sin embargo, otras condiciones como la HPB o la
prostatitis pueden elevar los niveles de PSA y aumenta la probabilidad de falsos
positivos. Ademas, se ha observado que en varios pacientes con CaP, los niveles
de PSA pueden estar por debajo de los 4 ng/mL, debido a que, aunque es especifico
de prostata no lo es de CaP; aunado a ello esta herramienta no distingue el cancer
en las fases proliferativas, de lento crecimiento o invasiva. A pesar de las
desventajas de este marcador, se continta considerando como un estandar de oro

para identificar pacientes con CaP (Dejous y Krishnan, 2020).

La biopsia dirigida por ultrasonido transrectal ha sido el enfoque de diagndstico
estandar para el CaP en los ultimos 30 afios. Se realiza para obtener de 10 a 12
muestras de tejido en un patrén en forma de cuadricula; un patélogo examina estas
muestras y emite su puntaje de Gleason (Moe y Hayne, 2020; Litwin y Tan, 2017;
Mottet et al., 2021).

La agresividad del CaP se ha clasificado con el puntaje de Gleason, en el que las
caracteristicas histolégicas se utilizan para clasificar el tejido tumoral como bien
diferenciado (el grado mas bajo) a poco diferenciado (el grado mas alto). El puntaje
de Gleason se determina por la suma del primer y segundo patrén histol6gico mas
destacado, lo que da como resultado una puntuaciéon de Gleason bajo (<6),
intermedio (7) o alto (8-10). Cada patrén se puntta desde el 1 al 5, siendo 5 el mas
pobremente diferenciado. Por ejemplo, si el grado 4 es el patron mas coman vy el
siguiente patron mas comun es 3, entonces el puntaje de Gleason seria 7 (4 + 3).
Un puntaje de 6 identifica tumores con histologia bien diferenciada, uno de 7 tiene
diferenciacion intermedia, y es asociado a un CaP mas agresivo sila sumaes 4 + 3
que 3 + 4; los puntajes de 8 a 10 tiene una diferenciacion pobre y son indicativos de

un CaP con mal prondéstico (Brawley et al., 2018; Rebello et al., 2021).
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Tabla 2. Clasificacion de Gleason del CaP. Se presentan los grados segun el
puntaje de Gleason, siendo el grado 1 el de menor riesgo y el grado 5 el de mayor
riesgo (Mottet et al., 2021).

Puntaje de Gleason Grado
1-6 1
7(3+4) 2
7 (4 +3) 3
8(4+4,3+5,5+23) 4
9,10 5

2.6 Tratamientos

Aproximadamente el 90% de los casos de CaP esta confinado al érgano o
localmente avanzado al momento del diagndstico; dependiendo de diversos
parametros como el estado clinico y los niveles de antigeno prostético especifico,
se puede optar por la vigilancia activa, radioterapia o prostatectomia radical
(Nevedomskaya et al., 2018).

La vigilancia activa es un programa estructurado para rastrear la progresion del CaP
mediante los niveles de PSA y repetidas biopsias; este enfoque se puede considerar
para pacientes con grado Gleason de 1 o 2. Los pacientes bajo este tratamiento
deben estar conscientes del riesgo de dolor, hemorragia e infeccion por las
constantes biopsias, ademéas deben entender que el CaP puede avanzar y hacer
metastasis, momento en el cual se requiere de una intervencion (Brawley et al.,
2018).

La prostatectomia radical es minimamente invasiva, hoy en dia se realiza con
laparoscopia y tiene la finalidad de curacion cuando el CaP esta localizado. Sin
embargo, los pacientes que se someten a este tipo tratamiento son mas propensos

a presentar incontinencia urinaria, problemas para mantener o tener una ereccion e
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infertilidad; otros posibles efectos adversos de la cirugia son uretra cicatrizada,

hernia y disminucion de la longitud del pene (Brawley et al., 2018).

La radioterapia de haz externo se administra, generalmente, por ocho o nueve
semanas con el objetivo de erradicar el CaP antes de que avance o0 haga
metastasis. Si bien, evita los efectos adversos del tratamiento quirdrgico, es mas
dificil realizar la cirugia si el cancer reincide después de la radiacion. En pacientes
con CaP de bajo riesgo, la braquiterapia, un tipo de radioterapia interna, con
implante de yodo 125 o paladio 103 se puede usar como monoterapia y existe
menor riesgo de presentar incontinencia urinaria y disfuncion eréctil. En caso de
CaP de riesgo intermedio se puede usar la braquiterapia en combinacién con la
radioterapia externa. Los pacientes tratados con radioterapia tienen mayor
probabilidad de presentar efectos adversos gastrointestinales como diarrea,
incontinencia fecal, heces con sangre, dolor rectal, y se incrementa el riesgo a

desarrollar cancer de vejiga (Brawley et al., 2018).

Si la enfermedad se disemina fuera de la préstata, se usa con frecuencia la terapia
de privaciéon de andrdégenos, por castracion quirdrgica (orquiectomia) o quimica
(antagonistas de LHRH, farmacos antiandr6genos) para disminuir los niveles de
testosterona (tratamiento también se utiliza en CaP localizado de riesgo intermedio).
Desafortunadamente, la respuesta solo es transitoria y muchos pacientes crean
resistencia a la terapia de privacion de andrégenos y progresan al CaP resistente a
castraciéon (CPRC) (Nevedomskaya et al., 2018; Maitland, 2021).

Auln en el CPRC el eje del RA es un elemento esencial, por lo que las opciones
terapéuticas siguen siendo el bloqueo de la funcion del RA directamente con
antagonistas competitivos del ligando con mayor afinidad, DHT, o mediante la
reduccion de sintesis de androgenos intratumorales inhibiendo al citocromo P450
gue interviene en la sintesis de testosterona (McCrea et al., 2018; Nevedomskaya
et al., 2018).

Finalmente, el tratamiento por el que se opta son las quimioterapias, menos

especificas y mas toxicas, en combinacion con otras terapias o sola, los farmacos
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usados comunmente son docetaxel y cabazitaxel. Algunas esperanzas de nuevos
quimioterapéuticos especificos como olaparib, que se dirigen a la proporcion de
CaP con defectos en la reparacion del dafio al ADN se muestran prometedores. Sin
embargo, en este punto, el oncdlogo poco puede hacer y el prondstico de
supervivencia es muy bajo; por lo que se esta dando énfasis principal en buscar una
terapia medicinal alternativa natural, que pueda aumentar la eficacia de los
tratamientos actuales contra el cancer (Gupta et al., 2017; McCrea et al., 2018;
Maitland, 2021).

2.7 Mecanismos de resistencia en cancer de préstata

Se conocen cinco mecanismos de resistencia que permiten el desarrollo del CPRC:
1) Mutacion puntual en el receptor de andrégenos, se encuentra entre un 15% —
30% de los casos de CPRC, dichas mutaciones confieren promiscuidad al receptor,
permitiendo que otras hormonas activen al RA. 2) Amplificacion del receptor de
androgenos, se ha encontrado entre un 15% — 30% de los pacientes con CPRC y
representa la sobreexpresion del RA. 3) Produccion intracrina de andrégenos a
partir de los precursores DHEA y androstenediona provenientes de las glandulas
suprarrenales. Las células prostaticas normales pueden convertir estos precursores
en testosterona y dihidrotestosterona gracias a la accion de las enzimas
convertidoras AKR1C3, en CPRC estas enzimas se encuentran sobreexpresadas.
4) Variantes del receptor de andrégenos, existen mas de 20 y la mayoria carecen
del dominio de unién a ligando lo que las hace funcionalmente activas sin los
androgenos. 5) Finalmente el entrecruzamiento de vias de sefalizacion donde el
receptor de andrégenos puede ser activado por otras vias de sefalizacion como
PISK/Akt/MTOR, JAK/STAT3 o MAPK sin necesidad de unirse con el andrégeno u
otra hormona (Fujita y Nonomura, 2019).

Se ha demostrado que la activacion de la via de las MAPK aumenta la expresién
del gen PSA a través de la intercomunicacion con la via del RA. Ademas, se ha
observado que la actividad de MAPK aumenta en el CPRC donde la activacion del

RA es posible gracias a la fosforilacion del RA en su dominio amino terminal. Otros
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hallazgos sobre las MAPK encontrados por Butler y colaboradores en el 2017, es
que tiene un efecto compensatorio cuando la via PI3SK/Akt/mTOR es inhibida
permitiendo la proliferacion de las células prostaticas cancerigenas (Butler et al.,
2017).

2.8 Productos naturales

La investigacion, desarrollo y uso de productos naturales como agentes
terapéuticos ha ido incrementando en los ultimos afios. Dichos productos naturales
se han utilizado en el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cancer;
aproximadamente el 74% de los nuevos compuestos anticancerigenos son
productos naturales o derivados de ellos, sin embargo, otros agentes
anticancerigenos no tan actuales siguen en uso hasta el dia de hoy como el
paclitaxel (taxol), docetaxel, vincristina y vinblastina (Gupta et al.,, 2017,

Habtemariam y Lentini, 2018).

Los productos naturales, también pueden utilizarse como adyuvantes efectivos de
la quimioterapia convencional, reduciendo los efectos adversos como fatiga,
nauseas o anemia. Un ejemplo de producto natural con potencial terapéutico es la
Stevia rebaudiana, la especie mas relevante de su género y cuyo uso popular ha
tomado gran fuerza gracias a su comercializacion como edulcorante natural. A partir
de extractos de Stevia rebaudiana y otras especies de Stevia se han podido aislar
compuestos con actividad antioxidante, antiinflamatoria e incluso actividad

antiproliferativa (Mitra y Dash, 2018; Borgo et al., 2021).
2.9 Stevia rebaudiana Bertoni

Stevia rebaudiana Bertoni es un arbusto perenne de la familia Asteraceae, nativa
de Sudameérica (Paraguay y Brasil), comunmente conocida como “la hierba dulce
de Paraguay”, tiene gran valor econémico por su alto contenido de edulcorantes

naturales presentes en sus hojas (Geuns, 2003; Woélwer-Rieck, 2012).

Se han identificado mas de 100 compuestos en S. rebaudiana, siendo los mas

conocidos los glucosidos de esteviol. Durante 45 afos, el esteviosido fue
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considerado como el Unico glucésido de esteviol presente en las hojas de S.
rebaudiana, hasta que investigadores de la Universidad de Hiroshima obtuvieron
rebaudiosido A y B de un extracto metandlico de las hojas de S. rebaudiana. Para
inicios del siglo XXI ya se tenian identificados nueve glucosidos de esteviol:
estevidsido, rebaudidsido A, B, C, D, E y F, dulcésido A y esteviolbiésido (Ceunen
y Geuns, 2013).

La concentracion de estos compuestos varia dependiendo del genotipo y las
condiciones de cultivo, pero la composicion mas comudn en la variedad silvestre,
calculada con base al peso seco es de: 5 — 10% de esteviésido, 2 — 5% de
rebaudiosido Ay 1% de rebaudiésido C, 0.5% de dulcésido A, 0.2% de rebaudidsido
D, E, y Fy 0.1% de esteviolbiosido (Ceunen y Geuns, 2013; Woélwer-Rieck, 2012).

2.9.1 Estevidsido

El estevidsido se extrae de Stevia rebaudiana, es un compuesto complejo formado
por esteviol y tres moléculas de glucosa (Figura 6). Es un edulcorante natural
comercial, considerado un sustituto de azucar no cal6rico. Lo usan los pacientes
diabéticos y aquellos con fenilcetonuria, también para personas obesas en
determinadas dietas para bajar de peso. Su sabor dulce es 250 a 300 veces mayor
que el de la sacarosa, por ello se usa en diversos alimentos y productos como
mariscos secos, verduras encurtidas, bebidas, salsa roja, chicles, dulces, helados y
yogurt, incluso en la pasta de dientes o enjuague bucal. Ademas de la dulzura, el
estevidsido ofrece otros beneficios terapéuticos como antihiperglucemiante,
antihipertensivo, antiinflamatorio, antitumoral e inmunomoduladora principalmente
(Wang et al., 2018).
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Figura 6. Estructura del esteviésido. Se muestra en color azul el esteviol y en negro

las estructuras de la glucosa que componen al estevidsido (Wang et al., 2018).

El esteviésido es un buen compuesto lider en la quimica farmacéutica para el
descubrimiento de otros farmacos puesto que puede hidrolizarse para formar
esteviol e isosteviol, para los cuales ya han investigado algunos de sus efectos
farmacoldgicos. Los pesos moleculares del esteviol e isosteviol son ambos de 318.2
g/mol, lo que los hace adecuados para una mayor optimizacion estructural, de
acuerdo con los criterios de las cinco reglas de Lipinski. Las estrucutras de esteviol
e isosteviol presentan algunos grupos funcionales como carbonilo, carboxilo e
hidroxilo que proporcionan buena accesibilidad sintética, est4 disponible
comercialmente y se han realizado pruebas de toxicidad, sin mostrar dafio
especialmente a dosis bajas (Wang et al., 2018).

2.9.2 Metabolismo del esteviosido

Los glicosidos de esteviol se eliminan a través de reacciones metabolicas, tanto en
humanos como en animales (Figura 7). La via predominante es la del rebaudiésido
A, el cual se metaboliza primero a estevidsido por la microbiota del colon humano,

después el esteviosido se hidroliza a glucosa y esteviol. La glucosa resultante se
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consume por las bacterias del colon y no se absorbe dentro del sistema circulatorio.
El primer paso del metabolismo de los glicosidos de esteviol es mas rapido que la
transformacion de esteviosido a esteviol (Momtazi-Borojeni et al., 2017). La via
menor indica que el rebaudiésido A se metaboliza a través del rebaudidsido B, y

finalmente a esteviol (Koyama et al., 2002).

Una vez que es absorbido en el tracto gastrointestinal, el esteviol se conjuga con
acido glucurénico en el higado para formar glucuronido de esteviol. En ratas, el
esteviol libre y el conjugado se excreta en las heces a través de la bilis
(generalmente dentro de las 48 horas), aunque pequefias cantidades aparecen en
la orina (menos del 3 %). En humanos, el esteviol se elimina principalmente en la

orina como glucurénido de esteviol (Roberts et al., 2016).
2.9.3 Toxicologia del esteviésido y sus derivados

La seguridad del esteviésido se ha confirmado con diversos estudios toxicolégicos,

donde se incluye genotoxicidad y carcinogenicidad (Momtazi-Borojeni et al., 2017).

Las pruebas de toxicidad aguda determinan la dosis letal media, LDso, (aquella
donde la mitad de los animales muere); se ha encontrado que dosis de 15 g/kg de
peso corporal de estevidsido, no son letales para ratones, ratas o hamsters por
ingestion oral. En cuanto a uno de sus derivados, el isosteviol, la LDso en perros,

ratas y ratones, es de 0.5 g/kg de peso corporal (Momtazi-Borojeni et al., 2017).

En cuanto a pruebas de toxicidad subaguda, se determina la concentraciéon maxima
del esteviésido, donde no se presenta ningun efecto adverso, el cual se denomina
NOEL (por sus siglas en inglés, No Effect Level). En estudios crénicos de toxicidad
subaguda, donde se evaluaron ratas durante 3 meses o hamsters por varias
generaciones, se encontré un NOEL superior a 2.5 g/kg de peso corporal (Genus,
2003; Momtazi-Borojeni et al., 2017).
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Figura 7. Vias metabdlicas del estevidsido en la microbiota intestinal humana. La
via principal se muestra con flechas continuas, mientras que la via menor se

presenta con flechas punteadas (Koyama et al., 2002).
2.9.4 Actividad anticancerigena del esteviosido y sus derivados

La actividad anticancerigena del estevidsido y sus derivados se ha estudiado en
células de cancer de coldn, HT-29, donde se observé un aumento en la actividad de
la caspasa-9 y caspasa-3, asi como arresto en el ciclo celular en la fase G2/M. (Ren
et al., 2017).

En células MCF-7, uno de los derivados del estevidsido, el esteviol, induce
apoptosis y arresto en el ciclo celular en la fase G2/M (Figura 8), implicando vias de
sefalizacion con ROS; mayor concentracion de ROS esta asociada generalmente

con activacion de oncogenes, que es un evento temprano de la transformacion
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maligna, en el estudio realizado por Gupta y colaboradores, se observdé una
disminucién significativa en los niveles de ROS, lo que indico que el esteviol induce
apoptosis mediante ROS (Gupta et al., 2017).

Arresto en
G2/M G2 M

| |

Inhibicion Muerte
del ciclo celular
celular

Figura 8. Mecanismo de accidon propuesto para esteviol en células de cancer de
mama, MCF-7. Se presenta el arresto en ciclo celular y la apoptosis como respuesta
a la produccion de ROS (Gupta et al., 2017).

2.10 Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular es un proceso mediante el cual se acoplan pequefias
moléculas en estructuras macromoleculares para calificar sus valores
complementarios en los sitios de union. Desde que esta técnica aparecio a
mediados de 1970, el acoplamiento ha sido una herramienta que ayuda a entender
como los compuestos quimicos interactdan con sus dianas moleculares, asi como
para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Ademas de estas aplicaciones, el
acoplamiento molecular, también se puede emplear para identificar series de dianas

para las que algunos ligandos presentan una buena complementariedad (target
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fishing y elaboracion de perfiles), para la identificaciébn de ligandos que se unen
simultaneamente a un grupo de dianas de interés (polifarmacologia), y para
identificar nuevos usos de compuestos quimicos con perfiles de seguridad ya
optimizados (reposicionamiento de farmacos) (Saikia y Bordoloi, 2019; Pinzi y
Rastelli, 2019).

Los glicésidos de esteviol, como el esteviosido, han sido evaluados mediante
acoplamiento molecular, los estudios que se han llevado a cabo estan dirigidos a
sus propiedades endulzantes y como este compuesto interactiia con los receptores
del sabor dulce pertenecientes a la clase C de la familia de receptores acoplados a
proteinas G; mostrando que la energia de union del esteviosido esta relacionada

con la intensidad de la dulzura que se puede percibir (Acevedo et al., 2018).

En este proyecto haremos uso del acoplamiento molecular para evaluar la
interaccion del esteviol e isosteviol con el receptor de andrégenos, e identificar los

posibles sitios de union dentro del receptor.
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3 JUSTIFICACION

El cancer de prostata (CaP) es la segunda neoplasia maligna a nivel mundial, con
aproximadamente un millon de nuevos casos diagnosticados cada afio, de los
cuales un tercio resultan letales. En México, el CaP es la causa més frecuente de
mortalidad por tumores malignos, estos datos son reportados por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2018). Cuando un paciente es diagnosticado
con CaP, se administra como primera eleccién un tratamiento hormonal, aunque
también existen otras opciones como la prostectomia, radioterapia o quimioterapia;
sin embargo, no existe un tratamiento que no genere resistencia, sea especifico y

no toxico para las células normales.

Para superar las limitaciones presentes en los anticancerigenos actuales, se ha
propuesto la busqueda de nuevos compuestos que tengan mejores propiedades
fisicoquimicas y biologicas que los actualmente disponibles. Aproximadamente el
74 % de los nuevos compuestos anticancerigenos provienen de productos naturales
o sus derivados. Entre los cuales destacan el esteviésido, que se produce en las
hojas de Stevia rebaudiana y sus metabolitos esteviol e isosteviol, que han sido
estudiados sugiriendo su efecto benéfico como antihiperglucemiante,
antihipertensivo, antiinflamatorio, diurético, propiedades inmunomoduladoras y
anticancerigeno. Este ultimo efecto se ha observado en diferentes tipos de cancer
como el de mama y pulmén, entre otros, donde induce la apoptosis, pero no en
cancer de prostata. Ademas, no se ha evaluado el efecto sobre la migracién en
ningun tipo de linaje celular canceroso como parte de la elucidacion del mecanismo

de accién anticancerigeno.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El efecto inhibidor de la proliferacion y migracion del esteviol sobre células de

cancer de prostata podria estar asociado a la inhibicién de la via de las MAPK?

5 HIPOTESIS

El esteviol presenta efectos antiproliferativo y antimigratorio a través de la inhibicion
de la via las MAPK en células de cancer de prostata.
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6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del esteviol sobre la proliferacion y migracion de células de cancer
de préstata e identificar si su mecanismo de accién involucra la inhibicién de la via
de las MAPK.

6.2 Objetivos especificos

1) Analizar la interaccion del receptor de andrégenos con el esteviol por

acoplamiento molecular.

2) Examinar la interaccion de las proteinas ERK1/2 con el esteviol mediante

acoplamiento molecular.

3) Evaluar la actividad antiproliferativa del esteviol en células de cancer de prostata,

mediante la técnica de exclusion con azul tripano.

4) Examinar el efecto del esteviol sobre la migracion de células de cancer de

préstata, mediante el ensayo de la cAmara de Boyden.
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7 METODOLOGIA
7.1 Acoplamiento molecular
7.1.1 Preparacion de la estructura cristalografica del RA.

Se realiz6 la busqueda de la estructura cristalografica del receptor de androgenos
(codigo PDB: 2AMA ) en la base de datos “Protein Data Bank” (PDB
https://www.rcsb.org/) para obtener la estructura 3D del receptor y preparar la

estructura usando el Protein Preparation Wizard de Schrédinger Maestro 10.4. Esta
preparacion consistié en la remocion de ligandos adicionales, agua y iones, asi

como completar los aminoacidos incompletos.

7.1.2 Obtencion de las estructuras y modelado por homologia para ERK1 y
ERK?2.

Las secuencias de ERK1 y ERK2 se obtuvieron de la base de datos publica UniProt
(cédigo UniProt P27361 y P28482, respectivamente). Las estructuras presentes en
la base de datos PDB de ERK1 y ERK2 no estan completas, por lo que se realizo
un modelado por homologia para completar la estructura proteica cargando la
secuencia de cada proteina en el modulo general del servidor publico I-TASSER.
Para el caso de ERK1 se tom6 como plantilla 2Z0OQ y para ERK2 la platilla fue
2Y9Q. La calidad de los modelos fue evaluada mediante el servidor publico
Molprobity para obtener los residuos favorecidos en el diagrama de Ramachandran
y el Z-score, mientras que el C-score y el TM-score fueron datos proporcionados
por I-TASSER.

7.1.3 Preparacion de la estructura de los ligandos.

Se realiz6 la busqueda monogréfica de distintos ligandos (dihidrotestosterona,

esteviol, isosteviol, enzalutamida) en PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) y

ZINC (https://zinc.docking.org/). Una vez seleccionados los ligandos se realizé una

busqueda de su estructura 3D en PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

Posteriormente, se corrigieron las conformaciones de las estructuras de los ligandos

mediante de Schroédinger Maestro 10.4.
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7.1.4 Elaboracion de los dockings de los ligandos elegidos en tres proteinas
distintas: Autodock 4.2.

Para el RA se construyd la gridbox centrado en el sitio de union de la
dihidrotestosterona (coordenadas grid center 31.121, 8.557, 4.98 con numero de
puntos 50, 50, 50) con un espaciado de 0.375 A. Primero se prepar6 el receptor y
los ligandos, corrigiendo las cargas eléctricas, convirtiéndolos en archivos pdbqt.
Después se realiz6 un docking flexible en el programa AutoDock 4.2.6, utilizando
una poblacion de 150 confirmaciones, evaluando 500,000 de cambios energéticos
y un namero maximo de 2,700 repeticiones con un algoritmo genético-Lamarckiano
y un método de buisqueda local Solis-Wets. Se obtuvo un archivo con las

puntuaciones energéticas de cada ligando.

Para las proteinas ERK 1/2 se realiz6 un acoplamiento molecular ciego, para
encontrar el posible sitio de unidén de esteviol e isostevioly posteriormente un
redocking utilizando las coordenadas de isosteviol para hacer una primera
validacion del sitio de unién. Se construyé una Grid para ERK1 de 151X140X196 A
y un espaciado de 0.375 A, para ERK2 la Grid se construy6 usando 145X134X200
A'y un espaciado de 0.375 A, ambos Grid se calcularon en el programa AutoGrid
4.2.6.

El acoplamiento molecular fue realizado también con el programa AutoDock 4.2.6
optimizado para GPU, utilizando un total de 50 corridas y 25,000,000 de
evaluaciones con un algoritmo genético-Lamarckiano y un método de busqueda
local Solis-Wets. Utilizando el sitio de unidn de isosteviol se calculé un nuevo Grid
de 60X60X60 A y un espaciado de 0.375 A. El segundo acoplamiento molecular se
realizd utilizando un total de 50 corridas y 25,000,000 de evaluaciones con un

algoritmo genético-Lamarckiano y un método de busqueda local Solis-Wets.
7.1.5 Simulaciones de dinamica molecular.

Utilizando el complejo proteina-ligando obtenido del segundo acoplamiento
molecular, se realizaron simulaciones de dindmica molecular de 50 ns para validad

el sitio y conformacion de union de los ligandos en ERK1, ERK2 y AR. Todos los
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sistemas para las simulaciones de dinamica molecular se construyeron en el modulo
System Setup de la aplicacion Desmons, utilizando el campo de fuerza OPLS-2005,
una caja clbica de 10 A, adicionando NaCl 0.15M para neutralizar el sistema y
moléculas de agua de tipo TIP3. El volumen de las cajas y nimero de atomos totales
de los complejos se presenta en la Tabla 3. Las simulaciones de 50 ns se realizaron
en el médulo Molecular Dynamics de la aplicacion Desmond en un ensamble NPT
a 310.15 Ky 1,01325 bar.

Tabla 3. Datos de los sistemas para la simulacion de dinamica molecular.

Grupo | Compuesto | Volumen | # de atomos
de lacaja | del sistema
387 575781 A 54173
ERK1 Esteviol 575553 A 54041
Isosteviol | 575567 A 54053
FRZ 543567 A 50985
ERK 2 Esteviol 543567 A 54024
Isosteviol 543567 A 51021
DHT 377239 A 35521
AR Enzalutamida | 366103 A 28730
Esteviol 377239 A 35516
Isosteviol 377239 A 35509

7.1.6 Simulaciones de Umbrella Sampling

Utilizando el ultimo frame de la simulacion de dinamica molecular, se construyeron
los sistemas bajo las mismas condiciones de los sistemas previamente construidos.
Se utiliz6 el frame como la conformacibn mas estable del complejo Ligando-
Proteina, la Tabla 4 presenta el volumen de las cajas y nimero de atomos totales

involucrados en las simulaciones de Umbrella Sampling.
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Tabla 4. Datos de los sistemas para la simulacién de dinamica molecular de tipo

Umbrella Sampling

Grupo | Compuesto | Volumen | # de atomos
de la caja | del sistema
38Z 534847 A 50001
ERK1 Esteviol 711730 A 66840
Isosteviol 594227 A 55672
FRZ 549354 A 51222
ERK 2 Esteviol 528511 A 54732
Isosteviol 584553 A 49292
DHT 418515 A 38840
AR Enzalutamida | 331614 A 31056
Esteviol 428289 A 38815
Isosteviol 401654 A 38023

Una vez obtenido el sistema, se realizé una simulacion de dindmica molecular de
25 ns en el modulo Metadynamics de Desmond, utilizando como variable colectiva
en centro de masa de las proteinas y los diferentes ligandos, 0.3 kcal/mol heigh y
0.1 kcal/mol width en pardmetros Gaussianos para el protocolo de Umbrella
Sampling, en un ensamble NPT a 310.15 Ky 1.01325 bar.

7.2 Actividad antiproliferativa

Las células LNCaP, DU-145 y PC-3 se sembrardn en placas de cultivo de 24 pozos
durante 48 horas a 37 °C y 5 % CO2 en medio de cultivo RPMI-1640, DMEM vy F-
1K, respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal bovino y una mezcla
de antibioticos y antimicoticos. Pasadas las primeras 48 horas se agrego el
tratamiento a cada pozo, las concentraciones a probar fueron 25, 50, 100, 200 y 300
MM, de esteviol o isosteviol; agregado el tratamiento, las células se incubaron por

48 horas a 37 °C y 5 % CO2. Después de 48 horas de tratamiento, las células fueron
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tripsinizadas y se realizo una dilucion 1:1 con azul tripano. Se hizo el conteo celular

con apoyo de la cAmara de Neubauer.
7.3 Actividad antimigratoria mediante cAmara de Boyden

Se incubaron las células de cancer de prostata LNCaP, DU-145y PC-3 por 12 horas
en medio de cultivo libre de suero fetal bovino (RPMI-1640, DMEM y F-12K,
respectivamente), pasado el tiempo se despegaron las células utilizando tripsina.
Posteriormente, se colocaran 5 x 10% células en los pozos superiores de la cAmara
de Boyden con filtros de 8 um, en los pozos inferiores se agregaron el medio de
cultivo con suero fetal bovino, que funciona como quimioatrayente, mas el
tratamiento con esteviol o isosteviol; y se incub6 por 24 horas a 37 °C y 5 % COa..
Después de la incubacion, los pozos se lavaron dos veces con buffer fosfato salino
(PBS, por sus siglas en inglés, phosphate buffered saline) las membranas se fijaron
sumergiendo el pozo superior en etanol al 70 %. Después de que las membranas
se secaron, se tifieron con tincion de Giemsa por 30 minutos a temperatura
ambiente. Pasada la incubacién con el colorante se procedié a lavar con buffer
fosfato salino y se elimind el exceso de células en la parte superior de la membrana.
Finalmente, la membrana fue observada en el microscopio invertido. Las células en
la membrana representan el nUmero de células que han migrado en presencia de

guimioatrayentes.
7.4 Andlisis estadistico

Para encontrar diferencias significativas en las pruebas de proliferacion y migracion
celular, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con prueba post hoc

Tukey para 3 experimentos independientes con 3 réplicas cada uno.

7.5 Procedimiento para desechar los residuos peligrosos bioldgico-

infecciosos

Segun la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 de Residuos Peligrosos Bioldgico
Infecciosos (RPBI), los materiales utilizados en el cultivo celular, tanto en la

preparacion de los medios de cultivo, como en los tratamientos se desecharon en
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bolsa de polietileno roja, sin rebasar el 80 % de la capacidad del contenedor y con
un tiempo maximo de almacenamiento de 7 dias, en un lugar ventilado y con la

sefal universal de RPBI.
8 RESULTADOS
8.1 Acoplamiento molecular

Se realiz6 la busqueda de la estructura cristalogréfica del RA; sin embargo, en las
bases de datos no se cuenta con la estructura completa, por lo que optamos por
usar el dominio de union a ligando, sitio de gran importancia para la activacion del
receptor y zona de modificaciones postraduccionales o mutaciones que confieren
resistencia a farmacos. La estructura utilizada recibe el codigo 2AMA (Figura 9) y
pertenece a la especie humana, ademas de presentar DHT unida en su sitio de

activacion.

Figura 9. Estructura cristalografica del dominio de unién a ligando del receptor de
androgenos. Imagen obtenida de la base de datos PDB con cédigo 2AMA.
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Teniendo la estructura del LBD, se realiz6 un acoplamiento molecular dirigido en el
sitio de uniébn de DHT, para brindarnos un punto de comparacion de los
acoplamientos de enzalutamida, esteviol e isosteviol, obteniéndose las

puntuaciones energéticas que se muestran en la Tabla 5, de cada ligando.

La enzalutamida, se us6 como control positivo, dado que es un farmaco anti-
androgeno de segunda generacion que inhibe la via de sefializacion del RA,
compitiendo con la DHT por el sitio de union a ligando, ademas puede inhibir la
traslocacion del RA activado, al nucleo.

Tabla 5. Acoplamiento molecular dirigido al sitio de unién de DHT. Se muestran las
energias de union de los diferentes ligandos en comparacion con la energia de
unién de DHT.

Compuesto Estructura Energia de union

.P"-F'
Dihidrotestosterona o~ /I’\H%é -10.08 kcal/mol

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

-6.17 kcal/mol

Isaosteviol

-10.07 kcal/mol

Esteviol . -9.3 kcal/mol

oo

La DHT, ligando natural del RA, mostré una energia de unién de -10.08 kcal/mol,

mientras que los otros ligandos propuestos, enzalutamida, isosteviol y esteviol
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presentaron energias de union de -6.17 kcal/mol, -10.07 kcal/mol y -9.3 kcal/mol

respectivamente.

Esteviol e isosteviol, presentaron unas energias de union cercanas a las del ligando
natural DHT, mientras que enzalutamida, tratamiento que se utiliza actualmente
para combatir el cancer de prostata, presentd una energia de union lejana a la de la
DHT, y a pesar de ello se sabe que su sitio de unién esta en el LBD del RA y se
comporta como un antagonista. Estos resultados nos indican que los compuestos
propuestos, esteviol e isosteviol, podrian unirse al RA con una energia de union

comparable a la de DHT.

Para complementar la parte computacional se realizaron dinamicas moleculares.
Las dindmicas moleculares predicen como cada atomo en una proteina o en otro
sistema molecular puede moverse con el paso del tiempo basado en relaciones
interatdbmicas. Estas dindmicas son importantes para apoyar en la simulacion de
procesos biomoleculares importantes incluyendo cambios conformacionales o la
unién de ligandos (Hollingsworth and Dror, 2018). En la Tabla 6, se pueden observar
las energias de unién de la DHT, enzalutamida, isosteviol y esteviol, resultado de la
dindmica molecular; siendo de -23.4175 kcal/mol, -24.4747 kcal/mol, -19.468
kcal/mol 'y -37.8702 kcal/mol, respectivamente. Antes de las dindmicas, parecia que
las energias de unién de esteviol e isosteviol se acercaban mas a la del ligando
natural que la enzalutamida, posterior a las dinamicas las energias cambian, siendo
enzalutamida la mas cercana y esteviol mostré una energia de unién superior a la
de la DHT. Con esta informacion podemos considerar que esteviol e isosteviol

tienen la capacidad de unirse al RA.

Sin embargo, no se puede predecir si esta unién favoreceria la activacién o
inhibicion del RA, por lo que se necesitaron experimentos biolégicos para poder

obtener informacion complementaria.
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Tabla 6. Energias de unidn de los diferentes ligandos posteriores a una dinamica

molecular.

Compuesto Estructura Energia de union

OH

Dihidrotestosterona -23.4175 kecal/mol

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

-24.4747 kecal/mol

Isosteviol -19.468 kcal/mol

Esteviol . -37.8702 kcal/mol

Seoom

Con el fin de demostrar, tedricamente, la relacion que se pudiera dar entre el esteviol
y proteinas de la cascada de sefalizacién de las MAPK, se decidio realizar un

andlisis computacional del esteviol con las proteinas ERK1 y ERK2 (Tabla 7).

Las dindmicas moleculares se realizaron utilizando como controles a 38Z y
forskolina (FRZ), ambos inhibidores de ERK1 y ERK2, respectivamente. Se pudo
observar que no habia una interaccién entre el andrégeno (DHT) y el farmaco
antiandrégeno (enzalutamida) con las proteinas ERK, pero si se muestran energias
de unién tanto para ERK1, como para ERK2, del esteviol e isosteviol, las cuales nos
indican que seria el ligando con mayor capacidad de union que incluso los mismos

controles.
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Tabla 7. Dindmicas moleculares y sus energias de unidon para las proteinas

ERK1/ERK2 en comparacion con sus inhibidores.

Compuesto ERK1 ERK2
387 -63.5781 kcal/mol -
FRZ - -21.6497 kcal/mol
DHT - -
Enzalutamida - -
Esteviol -35.0276 kcal/mol | -46.2564 kcal/mol
Isosteviol -17.8223 kecal/mol | -40.1694 kcal/mol

8.2 Proliferaciéon celular

Se utilizaron lineas celulares andrégeno dependientes (LNCaP) y andrégeno
independientes (PC-3, DU145) para evaluar el efecto de esteviol sobre la
proliferacion celular. Se utilizaron 3 controles: control negativo (solo medio de
cultivo), control con 0.5% DMSO, y enzalutamida 50 uM (control positivo), asi como

las concentraciones de esteviol 25 - 300 uM.

En las células androgeno dependientes, LNCaP, se pudo observar una disminucion
significativa en el nUmero de células vivas desde la primera concentracion utilizada
de esteviol, donde solo el 42.5% permanecieron viables. Sin embargo, solo las
concentraciones de 200 y 300 uM presentaron un efecto parecido al mostrado por
enzalutamida, reduciendo el porcentaje de células vivas en un 74.6 % y 78.7 %

respectivamente (Figura 10).
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Efecto antiproliferativo de esteviol en células LNCaP
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Figura 10. Grafica de proliferacion celular para LNCaP tratadas con esteviol. Se
muestran los porcentajes de células vivas que se mantuvieron después del
tratamiento por 48 h con 25, 50, 100, 200 y 300 uM de esteviol. Experimentos
realizados de manera independiente y por triplicado.

Con las células andrégeno independientes (PC-3) también se observé una
disminucién en el numero de células vivas desde la primera concentracién, con la
diferencia que el porcentaje de células vivas aumenté en esta linea celular,
manteniéndose 59.5% de las células viables, esto se debe a que las células PC-3
representan un estadio avanzado de la enfermedad. Por otro lado, comparando con
la enzalutamida que redujo un 34.3% el niumero de células, el esteviol a partir de la
concentracion 100 pM, mostré disminucién de mas del 50% en la cantidad de

células vivas (Figura 11).
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Efecto antiproliferativo de esteviol en célula PC-3
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Figura 11. Gréfica de proliferacion celular para PC-3 con tratamiento de esteviol.
Se presentan los porcentajes de células vivas que se mantuvieron después del
tratamiento de 48 h con 25, 50, 100, 200 y 300 puM de esteviol. Los experimentos
fueron realizados de  manera independiente y  por triplicado.
Otras células independientes de andrégenos utilizadas en este proyecto fueron las
células DU-145, donde pudo observarse disminucién significativa, Gnicamente, en
la concentracion mas alta, 300 uM; a esta concentracion sobrevivieron el 79.3%
células DU-145 (Figura 12). Estos resultados podrian estar relacionados con las

caracteristicas de la propia linea celular.
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Efecto antiproliferativo de esteviol en células DU-145
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Figura 12. Grafica de proliferacion celular para DU-145 con tratamiento de esteviol.
Se presentan los porcentajes de células vivas que se mantuvieron después del
tratamiento de 48 h con 25, 50, 100, 200 y 300 uM de esteviol. Los experimentos
fueron realizados de manera independiente y por triplicado.

8.3 Migracién celular

Para migracion celular se utilizé la camara de Boyden, también conocida como
transwell, donde se colocaron células con medio sin SFB y el tratamiento con
esteviol en la camara que contiene un filtro de poro 8 um y en la parte inferior se
colocé medio completo. Para este experimento se usaron las concentraciones de

25y 200 pM, y se mantuvo el control con ENZ.

Se pueden observar en la figura 13, la tincion de las células LNCaP con giemsa,
después del tratamiento con esteviol. En el medio solo o con DMSO se puede
identificar un area con mayor colorante que las que se observan con la ENZ, o las

concentraciones determinadas de esteviol.
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Figura 13. Imagenes de la cAmara de Boyden para LNCaP. Tincion de giemsa para
las células que pudieron migrar hacia la parte inferior del filtro.

En el pozo de la placa p24 se colocé medio suplementado con SFB, mientras que
en la camara de Boyden, que contiene el filtro se agregaron las células y medio libre
de SFB, de esta manera el suero funcioné como quimioatrayente de las células. Las
imagenes que se muestran son de la parte inferior de la cAmara de Boyden, puesto
que asi se observan las células que tuvieron la capacidad de migrar hacia el lado

contrario de donde fueron colocadas en un inicio.
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9 DISCUSIONES

Los andrégenos, hormonas esteroideas, estan involucrados en el desarrollo sexual
masculino durante el periodo fetal y en la pubertad estan estrechamente
relacionadas con la aparicion de las caracteristicas sexuales secundarias, ademas
cumplen una funcidn durante la espermatogénesis y por ende en la fertilidad
masculina. Ademas de estar relacionados con procesos fisiolégicos naturales, los
androgenos y su via de sefializacion estan involucrados en el desarrollo de cancer
de préstata (Wang et al., 2022; Lucas-Herald et al., 2022)

La via de sefalizacion del receptor de androgenos inicia cuando un andrégeno,
principalmente DHT, se une al RA en el citosol, originando un cambio
conformacional que permite la disociacion de las proteinas de shock térmico unidas
al receptor y la translocacion al nucleo, donde se forma un homodimero que se unira
a los ERA para llevar a cabo la transcripcion de genes diana del RA. El RA forma
parte de los receptores nucleares y consta de cuadro dominios importantes, NTD,
DBD, HR y LBD; este ultimo es el sitio de mayor interés, pues es aqui donde ademas
de unirse el ligando para activar al receptor, se unen cofactores y lo hacen una

region importante en la busqueda de nuevos farmacos.

Aungue no se cuenta actualmente con la cristalografia del RA, si se cuenta con la
estructura cristalina del LBD, el cual contiene once B-hélices, siendo H3, H4 y H12
quienes forman el dominio AF-2 y es sitio de union de los co-activadores del RA
(Figura 14). La estructura de AF-2 esta regulada por la unién de los ligandos al RA,
la union de compuestos como DHT o R1881 (andrégeno sintético) induce la
formacion de la region AF-2 con la conformacion adecuada para el reclutamiento de
co-activadores y asi, amplificar la actividad del RA; por otro lado, la uniéon de
farmacos anti-andrégenos como bicalutamida o enzalutamida, producen una region

AF-2 con diferente conformacioén (Liu et al., 2018).

El tratamiento para CaP, en su mayoria, esta dirigido a inhibir la via del receptor de
androgenos, ya sea disminuyendo la producciéon de las hormonas androgénicas o
inhibiendo la union de los andrégenos con el RA; sin embargo, las células

cancerigenas presentan sus mecanismos de resistencia, uno de ellos, las
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mutaciones, que se presentan comunmente en las hélices, H3 y H4 en los
aminoéacidos L702H, W742C, H875Y y T878A (Jamroze et al., 2021).

Coactivator'y={ "
) < p"\/ H3

o 2

Figura 14. Estructura cristalina del RA unido a DHT (naranja) y un co-activador.
Después de ser activado el RA, se da un cambio conformacional que permite la
formacion de una hendidura formada por H3, H4 y H12, que resultan en el sitio AF-
2 (Osguthorpe y Hagler, 2011).

No se han realizado estudios in silico del RA con el esteviol o in vitro, del esteviol
con células de cancer de préstata. Sin embargo, en 2017, Panagiotou et al.,
evaluaron el efecto modulador del esteviol sobre el receptor a glucocorticoides en
células mononucleares de sangre periférica y células Jurkat de leucemia; pudieron
observar que el esteviol modificaba la expresion de genes diana (FKBP5 y GILZ)
del receptor a glucocorticoides, ademas de estar relacionado con la localizacion
subcelular de estos receptores. Estos resultados indican que el esteviol interactia

con los receptores a glucocorticoides (Panagiotou et al.,2017).

Los receptores a glucocorticoides al ser parte de la familia de receptores nucleares

como el RA, comparten la estructura multidominio, es decir constan del NTD, que
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es sitio de union a co-activadores; DBD, region de unién al ADN; la region bisagra,
asi como el LBD, sitio de union al ligando; estas similitudes en estructura junto con
los resultados de los acoplamientos y dindAmicas moleculares, nos llevan a sugerir
que el esteviol podria estar interactuando con el LBD del RA, inhibiendo la
translocacion al nucleo o modificando la conformacion del AF-2 y disminuyendo asi
la actividad del RA.

Como ya se ha mencionado, existen mecanismos de resistencia a los farmacos que
promueven el desarrollo de cancer de préstata resistente a castracion, un estadio

con esperanza de vida corto.

Dentro de estos mecanismos de resistencia, también podemos encontrar el
entrecruzamiento de vias, por ejemplo, con la via de las MAPK. Se ha demostrado
gue la resistencia a farmacos anti-androgenos de segunda generacion como la
enzalutamida, esta relacionada con la activacion de la via de las MAPK, la cual tiene
la capacidad de activar el RA (Butler et al., 2017; Li et al., 2020).

Por ello, se realizaron los acoplamientos moleculares con proteinas de la via de las
MAPK, ERK1/2; donde se pudo observar que esteviol e isosteviol mostraron tener
mejores energias de union para estas proteinas que sus respectivos inhibidores 38Z
y FRZ. En células LNCaP que crearon resistencia a anti-androgenos mediante un
tratamiento constate con 1uM o 10 uM de enzalutamida por tres meses, se mostro
un aumento en la expresion y fosforilacion de las proteinas ERK 1/2, ademas en
estas células resistentes se pudo detectar proteina PSA, marcador especifico de
prOstata cuya expresion estd regulada por el RA, lo que comprueba el
entrucruzamiento de la via de las MAPK con la via del RA; al haber obtenido las
energias de unién de esteviol e isosteviol para las proteinas ERK 1/2 podemos
considerar que ambos compuestos tienen la capacidad de unirse a ERK 1/2 y
posiblemente evitar la cascada de sefializacion, inhibiendo la proliferacion y

migracion de células de cancer de prostata (Li et al., 2020).

Nuestros experimentos demostraron que el esteviol puede inhibir la proliferacion de

células dependientes e independientes a andrégenos en concentraciones que van
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desde los 25 hasta los 300 uM, dicho efecto podria estar relacionado con la
inhibicién de la activacion directa del RA o a través de la inhibicion de la via de las
MAPK.

El esteviol es un compuesto que hoy en dia esta al alcance de todos por su uso en
la industria alimentaria como edulcorante, es gracias a este ingreso en los alimentos
gue ha sido importante estudiar sus efectos en la salud. Se han realizado estudios
demostrando los efectos del esteviol, asi como del estevidésido completo como
hipoglucemiante, antihipertensivo, antiinflamatorio y su actividad anticancerigena
(Figura 15).

Dentro de los experimentos realizados con esteviosido, se ha observado su efecto
anticancerigeno en células de cancer de mama MCF-7, donde inhibe la sintesis de
ADN y activa la via mitocondrial de la apoptosis; en células de cancer de colon, HT-
29, causa arresto en el ciclo celular en la fase G2/M y aumento en las caspasa-9 y

caspasa-3, relacionadas con apoptosis (Paul et al., 2012; Ren et al., 2017).

Estudios realizados solo con esteviol han mostrado que tiene una capacidad para
inhibir la proliferacibn en seis tipos de células de cancer de estébmago, a
concentraciones de 100 — 200 pg/mL, el esteviol disminuye el nimero de células
viables similar a como lo hace 5-fluorouracilo, a concentraciones de 250 pg/mL

muestra un efecto de citotoxicidad mayor que el 5-fluorouracilo (Chen et al, 2018).

El efecto observado en las células de cancer de estomago, se atribuye al incremento
en la expresion de las proteinas p21 y p53, asi como la disminucién de ciclina-D,
todas ellas proteinas reguladoras del ciclo celular. Ademas, existe un efecto sobre

la apoptosis via mitocondrial (Chen et al., 2018).

Se han demostrado que el esteviol puede disminuir la proliferaciébn celular en
diferentes tipos de cancer, mediante activacion de la apoptosis, inhibicion de la
sintesis de ADN o a través de arresto en ciclo celular; sin embargo, no se han
analizado otras posibles vias de sefializacibn como la que se propuso para este

trabajo.
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Figura 15. Efecto anticancerigeno de los glucésidos de esteviol y sus derivados.
Imagen modificada de Peteliuk et al., 2021.

Dentro de nuestros experimentos realizados, se utilizaron dos lineas celulares
independientes de andrégenos, las cuales nos representan estadios avanzados del
CaP, la primera en utilizarse fue PC-3, que presenta una baja expresion del RA,
tanto a nivel de ARNm como de proteina, mientras que la segunda linea celular,
DU-145, no presenta expresion del gen o de la proteina para el RA (Namekawa et
al., 2019). También se utilizé una linea celular dependiente de andrégenos LNCaP,
la cual si expresa ARNm y proteina del RA y PSA. Al analizar las diferencias en las
caracteristicas de las lineas celulares, podriamos sugerir que la actividad
antiproliferativa del esteviol es dependiente del RA, por ello en las células DU-145
negativas a RA no se observa un efecto en la inhibicion de la proliferacion
importante si no hasta concentraciones mas elevadas como los 300 pM, donde
probablemente el efecto se deba a la activacion de la apoptosis o arresto en el ciclo
celular; mientras que para las células LNCaP y PC-3 el efecto antiproliferativo se

deba a la inhibicion de la via del receptor de androgenos.

Se realizaron experimentos para determinar el efecto de esteviol sobre la migracion,
se utilizaron células LNCaP, las cuales no se caracterizan por su alta capacidad

para migrar; es por ello que se observan muy pocas células dentro de los filtros de
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la camara de Boyden; sin embargo, si nos da informacion sobre el efecto que pueda

tener esteviol en el proceso de migracion.

ElI RA, es un factor de transcripcion que puede regular la expresion de varios genes,
entre ellos las MMP (metaloproteinasas de matriz); las MMP son endopeptidasas
dependientes de zinc, responsables de la degradacion de matriz extracelular que
facilitan la invasion y metastasis. La expresion, principalmente de MMP-2 y MMP-9,
esta regulada por el RA, estas dos MMP, también llamadas gelatinasas, destruyen
las barreras que rodena al tumor, incluyendo colageno IV y la matriz extracelular lo
gue permite la invasion a los tejidos circundantes. MMP-9, es una de las proteinas
de su tipo que se han estudiado mas, indicando que tiene un papel importante en
procesos como la cicatrizacion de las heridas, la reparacion de tejidos y la transicion
epitelio-mesénquima (Li et al., 2020; Morales-Vasquez et al., 2020; Kim et al., 2022).

Debido a que el RA esta relacionado con la expresion de proteinas involucradas en
la invasion y metéstasis de las células cancerigenas, podemos sugerir que el efecto
observado en células LNCaP esta relacionado a la inhibicion de la via del RA,
inhibiendo asi la transcripcion de MMP-9 y MMP-2. Es importante mencionar que
no se han realizado estudios previos sobre el efecto del esteviol o del esteviésido
completo en migracion celular, este seria el primer trabajo que se preocupa por el

estudio de la actividad antimigratoria de esteviol.

Por los antecedentes del esteviol, y los resultados obtenidos tanto tedrica como
experimentalmente, proponemos que el efecto del esteviol en células de cancer de
prostata dependientes e independientes de andrégenos, esta ligado a la inhibicion
de la activacion del RA, a través de la via de las MAPK (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo de accidn propuesto para esteviol e isosteviol. A) Activacion
del RA por la via canonica o por el entrecruzamiento de vias a través de MAPK. B)
Inhibicion de la activacion del RA por union directa con esteviol e isosteviol y
mediante la inhibicion de las MAPK.
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10 CONCLUSIONES

El analisis de acoplamiento molecular muestra que existe una interaccion entre el
esteviol e isosteviol con el dominio de union al ligando del receptor de andrégenos.
Las dinamicas moleculares indicaron que el esteviol podria interactuar tanto con el

receptor de andrégenos como con ERK 1/2.

Esteviol e isosteviol tienen la capacidad de unirse con ERK1, ERK2 y RA
(preferentemente ERK2) y asi podria evitar la cascada de sefializacion, ya sea
mediante la inhibiciébn del RA de manera directa o bloqueando la actividad de las
proteinas de la via de sefalizacion de las MAPK, y ejercer su efecto sobre las

células de cancer de prostata.

El esteviol muestra efecto antiproliferativo sobre células dependientes e
independientes de androgenos, esta actividad tiene mayor efecto en células AR

positivas.

En células andrégeno dependientes, el esteviol disminuye la capacidad migratoria,
relacionada con la inhibicién de la via del RA.
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