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RESUMEN
El cancer colorrectal (CCR) es el segundo tipo de cancer mas mortal en el mundo,
estimandose que su incidencia aumentard en un 56% para 2040. El tratamiento
tradicional en etapas 2 y 3 involucra quimioterapia con 5-fluorouracilo, el cual es
moderadamente efectivo, concomitante con sus efectos secundarios asociados a su alta
toxicidad. Por lo tanto, son necesarias nuevas drogas para el tratamiento del CCR,
donde una linea activa de investigacion se basa en los compuestos de origen natural
como la boldina. Este alcaloide es extraido del arbol chileno Peumus boldus Molinay es
conocido por sus propiedades antioxidantes y antinflamatorias, ademas de sus
propiedades antitumorales reportadas en otros canceres. Esto probablemente estaria
mediado por la inhibicion de CK2, una proteina Ser/Thr kinasa que fosforila varios
blancos implicados en la proliferacion celular y que se encuentra inducida en varios tipos
de céancer, incluido el CCR. Dado que no existen estudios de boldina como
anticancerigeno en CCR es interesante evaluar su efecto. Ademas, dado que no tiene
un buen efecto farmacocinético y que se busca mejorar su efecto inhibitorio sobre CK2,
se sintetizaron 27 compuestos derivados de boldina. Asi, el objetivo general de este
seminario de titulo fue definir in vitro en la linea celular DLD-1 de CCR si boldina y sus
derivados tendrian un efecto sobre la viabilidad celular. Del mismo modo, se llevaron a
cabo los objetivos especificos: el andlisis de los compuestos sobre la disminucién en la
proliferacion a través de un ensayo MTS; el estudio de necrosis con la deteccion de la
enzima lactato deshidrogenada liberada; y finalmente, se analiz6 si los compuestos
gatillaban la apoptosis y por qué via, mediante la actividad de caspasas iniciadoras y
efectoras. A 100 uM de boldina se observé un 58,98% de viabilidad, bajé un 20% de
citotoxicidad y se detecté una actividad marginal de caspasas. Por otro lado, los

derivados de boldina tuvieron un efecto diferencial sobre la viabilidad celular, donde la
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mayoria mostré un gran potencial inhibitorio y una baja citotoxicidad. Se realizé el
analisis en profundidad de 4 compuestos. Los compuestos 3 y 21 gatillaron una
citotoxicidad superior al 100% Yy, sorprendentemente, una actividad muy importante de
caspasas iniciadoras y efectoras, lo cual es altamente sugerente de un proceso de
necrosis secundaria. Los compuestos 11 y 23 resultaron en un porcentaje < 20% de
citotoxicidad, donde el compuesto 11 condujo a una baja actividad de caspasas
efectoras, contrario a la alta actividad de caspasas efectoras e iniciadoras detectadas
en presencia del compuesto 23. Sin embargo, este Ultimo compuesto muestra mayor
poblacién de células necréticas por citometria de flujo, lo cual lleva a pensar en que la
apoptosis puede cambiar a necroptosis.

Estos resultados contribuyen al conocimiento del mecanismo de accion de boldina en
células de CCR. Ademas, permiten concluir que la gran mayoria de los derivados de
boldina son mas efectivos que boldina al disminuir la viabilidad de células DLD-1.
Finalmente, es necesario realizar nuevos estudios sobre los candidatos estudiados a
fondo, a fin de corroborar los posibles procesos de muerte involucrados, siendo el

compuesto 23 es el mas prometedor de todos los analizados para ahondar en su estudio.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the second most lethal type of cancer worldwide, with its
incidence estimated to increase by 56% by 2040. Traditionally, treatment of stages 2 and
3 CRC involves chemotherapy with 5-fluorouracil, which is moderately effective, and
concomitant with its side effects associated with its high toxicity. Therefore, new drugs
are needed for the treatment of CRC, where an active line of research is based on
naturally occurring compounds such as boldine. This alkaloid, known for its antioxidant
and anti-inflammatory properties, is extracted from the Chilean tree Peumus boldus
Molina. In adittion, to its anticancer properties reported in other cancers. This would likely
be mediated by inhibition of CK2, a Ser/Thr kinase protein that phosphorylates several
targets involved in cell proliferation and is induced in several types of cancer, including
CRC. Since there are no studies of boldine as an anticancer drug in CRC it is interesting
to evaluate its effect. In addition, since it does not have a good pharmacokinetic effect
and that it seeks to improve its inhibitory effect on CK2, twenty-seven compounds derived
from boldine were synthesized. Thus, the general objective of this seminar was to define
in vitro in the DLD-1 cell line of CCR whether boldine and its derivatives would have an
effect on cell viability. In the same way, the specific objectives were carried out: the
analysis of the compounds on the decrease in proliferation through an MTS assay; the
study of necrosis with the detection of the released dehydrogenated lactate enzyme; and
finally, it was analyzed if the compounds triggered apoptosis and by what route, through
the activity of initiating and effector caspases. At 100 uM boldine, 58,98% viability was
observed, under 20% cytotoxicity and marginal caspase activity. On the other hand, the
derivatives had a differential effect on cell viability, where most showed great inhibitory

potential and low cytotoxicity. In-depth analysis of four compounds was performed.
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Compounds 3 and 21 triggered a cytotoxicity greater than 100% and surprisingly a very
important activity of initiating and effector caspases, which was highly suggestive of a
secondary necrosis process. Compounds 11 and 23 led to a < 20% cytotoxicity, where
compound 11 led to a low activity of effector caspases, contrary to the high activity of
effector and initiator caspases detected in the presence of compound 23. However, the
latter compound shows a larger population of necrotic cells by flow cytometry, which
suggests that apoptosis may change to necroptosis.

These results contribute to the knowledge of the mechanism of action of boldine in CRC
cells. In addition, they allow us to conclude that the vast majority of boldine derivatives
are more effective than boldine in decreasing the viability of DLD-1 cells. Finally, it is
necessary to carry out new studies on the candidates studied in depth, in order to
corroborate the possible death processes involved, where compound 23 is the most

promising of all those analyzed to deepen its study.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es una enfermedad de preocupacion mundial, con aproximadamente 10
millones de fallecimientos atribuidos a esta patologia en el afio 2020 (World Health
Organization, 2020). Si bien no hay una Unica causa que explique el inicio de la
enfermedad, es sabido que hay varios factores de riesgo que aumentan la probabilidad
de que aparezca un cancer, desde genéticos hereditarios hasta el estilo de vida de las
personas, con una nutriciobn inadecuada, la exposicibn a agentes quimicos
contaminantes o el consumo de agentes nocivos como el alcohol y el tabaco (Williams,
2019).

A nivel celular el cancer esta caracterizado por la rapida proliferacién y crecimiento
celular; las células tumorales tienen el potencial de emigrar e invadir otros tejidos (Alberts
et al., 2008). Se ha propuesto que en el cancer hay ocho funciones fisiologicas
esenciales alteradas: autosuficiencia en las sefales de crecimiento, insensibilidad a las
sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion de la apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis sostenida, invasion tisular y metastasis, reprogramacion del
metabolismo energético y evasion de la destruccién inmune (Hanahan & Weinberg,
2011). Ademas, se han propuesto dos caracteristicas habilitadoras de la enfermedad:
inflamacién promotora de tumores e inestabilidad y mutacion del genoma. Esta Ultima
caracteristica es clave a nivel molecular, donde ocurren mutaciones que generan la
ganancia de funcién de oncogenes, o bien, la pérdida de funcion de supresores de

tumores (Hanahan & Weinberg, 2011).



1.2 Cancer Colorrectal
1.2.1 Epidemiologiay etiopatogenia

Después del cancer pulmon, el cancer colorrectal (CCR) es el segundo tipo de cancer
méas mortal en el mundo, donde en el afio 2020 se estimaron casi un millén de muertes
(Figura 1) (GLOBOCAN, 2020). En Chile est4 patologia ocupa el tercer lugar,

registrdndose 3.179 muertes en el afio 2020 (GLOBOCAN, 2020).

Pulmén
1796 144 (18%)

Otros canceres
3932 768 (39,5%)

Colorrectal
935 173 (9.4%)

Higado
830 180 (8,3%)

Péancreas = Estémago .
466 003 (4,7%) 768 793 (7,7%)

Esoéfago Mama
544 076 (5,5%) 684 996 (6,9%)

Total : 9 958 133 muertes

Figura 1. N0omero de muertes de cancer en el afio 2020. El registro incluye ambos sexos y todas las
edades. Imagen modificada de (GLOBOCAN, 2020).

El CCR se clasifica principalmente en tres tipos: el mas frecuente, con un 65% de
incidencia, es el CCR esporadico que es producto de mutaciones espontaneas, seguido
del CCR familiar sin patrones especificos de las mutaciones genéticas y finalmente, el
CCR hereditario con genes bien identificados (Figura 2) (Giglia & Chu, 2016). Dentro del
CCR de tipo hereditario se han identificado los genes supresores de tumores p53, APC,
SMAD4, PTEN, entre otros, como los responsables de la predisposicion a desarrollar la
enfermedad; del mismo modo se han identificado mutaciones en los genes del sistema

de reparacion MMR (Giglia & Chu, 2016; Stoffel & Yurgelun, 2016).



m Esporadico
m Familiar
" Hereditario

Figura 2. Distribucidon de los tipos de cancer colorrectal. Imagen modificada de (Giglia & Chu, 2016).

Por otra parte, en el CCR se han reportado proteinas implicadas en la mayor progresion
de la enfermedad. Una de ellas es la chaperona HSP27, cuya expresion en células de
adenocarcinoma de colén aumenta significativamente la tumorigenicidad (Garrido et al.,
1998). Del mismo modo, la chaperona HSP70 previene la muerte de células tumorales,
por lo que se han realizado estudios disminuyendo su expresion, resultando en la
promocién de la inmunogenicidad que promueve la muerte celular in vivo (Gurbuxani et
al., 2001).

Otra proteina implicada en varios tipos de cancer, incluido el CCR, es la proteina
serina/treonina quinasa CK2, la cual es un heterotetramero conformado por subunidades
cataliticas (a o a’) y reguladoras (B) (Litchfield, 2003; Ruzzene & Pinna, 2010). Nuestro
grupo ha reportado que esta proteina favorece la migracion e invasion celular en CCR
mediante la fosforilacién a la enzima convertidora de endotelina 1C (ECE-1c), logrando
su estabilizacion. Por el contrario, cuando se ensay0 en presencia de CX-4945, un
compuesto inhibidor de CK2, los niveles de ECE-1c bajaron de manera dosis

dependiente (Niechi et al., 2015).



1.2.2 Diagnéstico y etapas del CCR

Es sabido que un diagnostico temprano es clave para disminuir las tasas de mortalidad,
razon por la cual se han ido estudiando y perfeccionando distintos métodos de deteccidn
en el CCR para avanzar en una mayor sensibilidad y especificidad de diagnéstico.
Actualmente se emplean métodos no invasivos como las pruebas de sangre en heces,
0 métodos invasivos, como sigmoidoscopia flexible, colonoscopia, entre otros (Levin et
al., 2008). Para determinar la etapa de avance del CCR se emplea el sistema TNM de
estadificaciéon del American Joint Committee on Cancer, el cual clasifica la etapa mas
temprana de esta patologia como 0 y como etapas | a la IV cuando el cancer comienza
a crecer, siendo la tltima etapa la que indica el mayor grado de propagacion o metastasis

del cancer (Figura 3) (American Joint Committee on Cancer, 2017). Este grado es

importante para decidir sobre el tratamiento mas adecuado para cada paciente.

Polipos Pre-Cancer Etapa I-ll Etapa Il Etapa IV
Tumores benignos Se han formado En varias capas de Extendiéndose a los Extendiéndose a
que pueden células celulares, pero sin ruptura  ganglios linfaticos ~ otros érganos (Ej.
convertirse en cancerosas a través de la pared locales, pero no a higado y
cancer maligno intestinal. Sin tratamiento otros 6rganos. pulmones).
después de la cirugia. Il El Ademas de la Citostaticos
tumor ha crecido a través  cirugia, se utilizan (tratamiento
de la pared intestinal, pero citostaticos paliativo) y sélo
no se ha propagado a los (tratamiento en algunos casos
ganglios linfaticos locales. adyuvante) cirugia.

En algunos casos
después de la cirugia se
usan citostaticos.

Alrededor del 70% de todos los pacientes de
quimioterapia reciben folatos en combinacién con 5-FU

Figura 3. Etapas del cancer colorrectal y sus tratamientos. Se indica el desarrollo del CCR desde la
formacion de polipos benignos, siguiendo con el estadio 0 que se indica como “pre-cancer” y luego,
avanzando por las 4 fases de progresion del CCR. En el extremo inferior se indican los tratamientos del
CCR segun su fase de progresion. Imagen modificada de (ISOFOL, 2022).



1.2.3 Tratamientos del CCR

En la fase inicial del CCR los pélipos pueden ser extirpados a través de una colonoscopia
(Dumoulin et al., 2014). Sin embargo, cuando el CCR esta en etapas mas avanzadas,
es necesario realizar una intervencion quirdrgica llamada colectomia, donde el grado de
extirpacion del colon variara segun el grado de avance del cancer (Figura 3) (Simpson
& Scholefield, 2008).

Posterior a la cirugia se utilizan tratamientos adyuvantes para aumentar la esperanza de
vida del paciente, conocidos como quimioterapia, los cuales ayudar a destruir las células
cancerosas que pudieron quedar tras la operacién (Simpson & Scholefield, 2008). El
farmaco mas usado para estos tratamientos en el CCR es el 5-fluorouracilo (5-FU), el
cual fue reportado a fines de la década de los 50 como un nuevo derivado con una
importante actividad inhibitoria de tumores (Heidelberger et al., 1957). Es considerado
un antimetabolito, ya que inhibe a la enzima timidilato sintasa, impidiendo la formacion
del nucledtido dTTP y consecuentemente afectando al proceso de replicacién del ADN
(Heidelberger et al., 1957; Wolpin & Mayer, 2008). La eficacia de 5-FU aumenta de
manera intravenosa y es capaz de aumentar de 10 a 12 meses la esperanza de vida del
paciente (Wolpin & Mayer, 2008). Estudios clinicos posteriores demostraron que la
actividad de 5-FU se potencia al administrarse junto con leucovorina, una forma de acido
félico que favorece la union del 5-FU a la enzima timidilato sintasa (Piedbois et al., 1992;
Wolmark et al., 1993). Con este tratamiento han sobrevivido entre 51 a 61% de los
pacientes, tras 5 afios de realizar la cirugia (Wolpin & Mayer, 2008). Posteriormente se
agrego a este ultimo tratamiento de CCR el compuesto oxaliplatino, el cual es capaz de
formar un aducto de ADN, es decir, se une covalentemente al ADN y conlleva a la

apoptosis celular; esta ultima combinacion de farmacos (5-FU mas leucovorina mas



oxaliplatino) ha demostrado un aumento significativo en la esperanza de vida
postquirdrgica de los pacientes (André et al., 2004; Wolpin & Mayer, 2008).

Por otra parte, existen terapias dirigidas que ya se han aprobado como tratamientos de
primera linea, como por ejemplo los anticuerpos cetuximab y panitumumab que estan
dirigidos contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el cual es
responsable de activar varias vias de sefializacién que favorecen la metastasis. También
se han aprobado tratamientos de segunda linea con los anticuerpos bevacizumab,
ziv-aflibercept y ramucirumab dirigidos contra el factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis tumoral (Piawah & Venook, 2019).

Sin embargo, aun se necesitan mas estudios que permitan mejorar 0 crear nuevos
tratamientos, no solo con el fin de aumentar la esperanza de vida del paciente, sino
también para disminuir los efectos secundarios nocivos asociados a la quimioterapia.

1.3 Busqueda de nuevos farmacos para el CCR
1.3.1 Criterios generales de busqueda de un anticancerigeno

Los farmacos anticancerigenos estan disefiados para ocasionar un dafio a nivel celular,
donde una de las ventajas surge a raiz del ciclo celular acelerado que tienen las células
cancerigenas, ya que cualquier dafio que ocurra sobre la célula lo traspasaran
rapidamente a la siguiente generacion. Es por ello que, en el proceso de descubrimiento
de estos nuevos farmacos anticancerigenos, la deteccion de la apoptosis juega un papel
crucial (Carneiro & El-Deiry, 2020). La apoptosis es un proceso de muerte celular
programado que es regulado por proteasas llamadas caspasas y puede ocurrir mediante
dos vias: la via extrinseca, a través de receptores de la membrana celular que detectan
a ligandos especificos, que gatillan a su vez la activacion de las caspasas iniciadoras
como la caspasa 8; o bien, mediante la via intrinseca, la cual se gatilla por un dafio a la

membrana mitocondrial que induce la liberacion de citocromo C que activa a su vez a la



caspasa iniciadora, caspasa 9 (Ashkenazi & Salvesen, 2014; Hengartner, 2000). Ambas
vias llevan a la activacién de las caspasas ejecutoras o efectoras (caspasa 3, 6y 7), las
cuales finalmente se encargan de inactivar a su blanco mediante la escision proteica en
un sitio de Asp-X (Hengartner, 2000). Este proceso estd bien caracterizado
morfolégicamente, donde se ha visto que la célula comienza a contraerse y en su etapa
final se empaqueta en un cuerpo apoptotico para su posterior degradacion por fagocitos,
causando una minima respuesta inflamatoria (Ashkenazi & Salvesen, 2014).

Otro proceso de muerte celular bien estudiado, pero menos deseado en un farmaco
anticancerigeno, es la necrosis. Este proceso no programado tiene como caracteristica
mas distintiva la ruptura de la membrana plasmatica, provocando una lisis celular que
libera el contenido intracelular al medio extracelular (Ashkenazi & Salvesen, 2014). A
causa de ello, se liberan patrones moleculares asociados al dafio que activan al sistema
inmune y producen una respuesta inflamatoria (Kono & Rock, 2008).

Por otra parte, hay otros mecanismos celulares de muerte menos conocidos, pero que
actualmente estan tomando mas fuerza en la investigacion del cancer: la piroptosis, que
es una muerte celular programada como la apoptosis, dependiente de la caspasa 1, pero
gue conlleva un proceso inflamatorio (Yu et al.,, 2021); la metuosis que desplaza el
contenido citoplasmético en vacuolas, mientras la célula desestabiliza la membrana
plasmatica como en la necrosis (Maltese & Overmeyer, 2014); la necroptosis que es un
proceso regulado como la apoptosis, pero morfolégicamente se comporta como la
necrosis (Ashkenazi & Salvesen, 2014); entre otros procesos de muerte.

En esta busqueda de nuevos compuestos con actividad anticancerigena en CCR hay
una linea atractiva que esta basada en el uso de compuestos naturales. Por ejemplo, se
ha reportado que el acido maslinico (un lipido presente en la piel de aceitunas) puede

inhibir el crecimiento in vitro en las lineas celulares HT-29 y HCT 116 de CCR, causando



un proceso de apoptosis en esta ultima linea (Ooi et al., 2021). También se ha estudiado
a un aminoacido derivado que es altamente abundante en hongos, la ergotioneina, el
cual es muy probable que induzca un proceso de necroptosis en las células de CCR

HT-29, LoVo y SW620 (D’Onofrio et al., 2022).

1.3.2 Alcaloides de Peumus boldus como nueva aproximacién
farmacologica

Peumus boldus Molina, mas conocido como boldo, es un arbol endémico de Chile que
se encuentra distribuido abundantemente entre Curicé y Bio-Bio. Este arbol tiene un
amplio follaje de hojas perennes, las cuales histéricamente han sido empleadas para
distintas afecciones, principalmente en infusiones para tratar problemas digestivos y
hepaticos (Figura 4) (Hoffmann et al., 1992). Con el tiempo se realizaron estudios con
los extractos metandlicos de las hojas, exhibiendo una proteccion del ADN tras la
exposicion a radicales libres y radiacién UV, asi como una inhibicién del crecimiento in

vitro de células de melanoma (Russo et al., 2011).

Boldina

Figura 4. Esquema de las hojas de Peumus boldus Molina, junto con la estructura quimica del
alcaloide boldina.

Actualmente se sabe que P. boldus presenta variados metabolitos secundarios, como
catequinas, epicatequinas, procianidinas y compuestos fendlicos presentes en su aceite
esencial (Cassels et al., 2018). Asi mismo, se han reportado alrededor de 22 alcaloides

presentes en diversos érganos de P. boldus, donde sus cantidades varian segun el sexo,



edad y organo del é&rbol (Cassels et al., 2018; Fuentes-Barros et al., 2018).
Especificamente en las hojas se ha indicado que predominan fuertemente los alcaloides
N-metillaurotetanina y laurotetanina, mientras que el alcaloide boldina esta en muy bajas
concentraciones en este 6rgano (Cassels & Cassels, 2021; Fuentes-Barros et al., 2018).
Sin embargo, dada la creencia popular de que boldina es uno de los principales
compuestos de las hojas de P. boldus -y el responsable de sus efectos beneficiosos- es
gue ha sido un compuesto ampliamente estudiado.

1.3.3 Propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de boldina
La boldina ((S)-2,9-Dihydroxy-1,10-dimethoxy-aporphine) es un alcaloide aporfina que

se encuentra de forma abundante en la corteza y madera del arbol P. boldus (Figura 4)
(Fuentes-Barros et al., 2018). Varios estudios con este compuesto lo han catalogado
como un buen antioxidante, teniendo un 35,6% de actividad antioxidante en la fraccion
de alcaloides extraida de P. boldus, siendo el principal compuesto responsable de esta
actividad (Quezada et al., 2004). Ademas, tiene eficacia para eliminar los radicales libres
de hidroxilo e incluso inhibir la autooxidacion espontanea de los lipidos en la membrana,
sin embargo, no puede eliminar los radicales superéxidos (O’Brien et al., 2006).

Adicional a su poder antioxidante, un estudio demostré que la boldina tiene una actividad
antiinflamatoria significativa al ser administrado oralmente en cobaya y, mas aun, este
alcaloide result6 ser tan solo un orden de magnitud menos potente que el naproxeno, un
antiinflamatorio comercial. En este mismo estudio se indicé que boldina tiene un efecto
antipirético al prevenir el aumento de la temperatura en un modelo de conejos, aunque
su efecto fue de corta duracién en comparacion con la actividad antiinflamatoria del
mismo compuesto (Backhouse et al., 1994). A partir de estas propiedades beneficiosas
de la boldina, es que el camino natural fue seguir indagando en otras caracteristicas,

como lo es su posible actividad como anticancerigeno.



1.3.4 Boldina como anticancerigeno

Estudios in vitro con boldina han reportado que este alcaloide es capaz de disminuir la
viabilidad en células de cancer de pr@stata, carcinoma oral de células escamosas,
cancer de mama y carcinoma urotelial de vejiga (Garbarino et al., 2008; Gerhardt et al.,
2014; Paydar et al., 2014; Venera et al., 2019). También se ha evidenciado en estudios
in vivo que boldina reduce el tamafio de los tumores en un modelo de glioma en rata, sin
causar dafios a nivel hepético, y en cancer de mama (Gerhardt et al., 2013; Paydar et
al., 2014). Por otra parte, pese a que no hay muchos estudios farmacocinéticos de
boldina, se sabe que tanto in vitro como in vivo este compuesto desaparece rapidamente
(Jiménez & Speisky, 2000). Por lo tanto, se requieren nuevas estrategias para mejorar
su potencial uso clinico.

Especificamente en CCR aun no se han reportado estudios sobre el efecto de este
alcaloide, pero dado los antecedentes descritos, nos sugieren que también podria tener
una actividad anticancerigena. Adicionalmente, hay antecedentes que vinculan a boldina
con una actividad inhibitoria sobre la proteina CK2 implicada en el CCR, con una
concentracion media inhibitoria (ICso) de 700 nM (Ahmed et al., 2015). Esto se ve
respaldado por la reciente cristalizacion de la subunidad a de CK2 interactuando
directamente con boldina, observandose que el alcaloide ocupa un espacio importante
en el bolsillo de unién a ATP de la proteina, por lo que los autores sugirieron que es un
compuesto interesante de estudiar para intentar provocar la ocupacion total de este sitio
(Battistutta & Lolli, 2019). Estos antecedentes llevaron a disefiar diferentes sustituciones
moleculares para boldina, con el fin de que la nueva estructura pueda encajar de mejor
forma con el bolsillo de union a ATP de CK2. De esta forma se sintetizaron nuevos
derivados de boldina, que en conjunto con boldina, se evaluardn en cuanto a sus efectos

in vitro como potenciales anticancerigenos del CCR.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

Definir in vitro en la linea celular de cancer colorrectal DLD-1 si boldina y algunos de sus
derivados tienen un efecto en la proliferacion y viabilidad celular.

2.2 Objetivos Especificos:

1. Analizar si boldina y sus derivados disminuyen la proliferacion celular.
2. Estudiar si boldina y sus derivados promueven la necrosis celular.
3. Evaluar si boldina y sus derivados gatillan la apoptosis celular y definir la via de

sefializacion especifica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Compuestos Quimicos

La boldina, el analisis de modificacion estructural y sintesis quimica de los 27 derivados
fue realizado por los colaboradores del Laboratorio de Transformacion Celular,
Dr. Cristidn Suérez-Rozas, Dr. Edwin Pérez y Dr. Bruce K. Cassels. Boldina fue
modificada en uno de sus grupos hidroxilo con grupos arilo que tienen distintos
sustituyentes, los cuales a su vez se posicionaron en meta, para u orto respecto del
grupo quimico principal para aumentar la variabilidad estructural. Todos estos
compuestos fueron diluidos en dimetilsulféxido (DMSQO) a una concentracién stock de
100 mM y se mantuvieron almacenados a 4°C.

Los compuestos CX-4945 (ApexBio Technology, CAS 1009820-21-6) y 5-FU (Sigma,
CAS 51-21-8) fueron disueltos en DMSO a una concentracion stock de 100 y 300 mM,
respectivamente. Ambas diluciones se almacenaron a -20°C.

Los compuestos fueron diluidos el mismo dia de experimentacion a las concentraciones
requeridas para cada experimento. Esto se realiz6 a partir de la solucidon stock en medio
completo: medio RPMI-1640 ATCCMod (Gibco™), suplementado con 10% de suero

fetal bovino y antibiéticos (penicilina y estreptomicina).

3.2 Cultivo Celular

Se utilizo la linea celular de adenocarcinoma colorrectal DLD-1 (ATCC CCL-221),
proporcionada por J. Silvio Gutkind (Department of Pharmacology, UC San Diego
Moores Cancer Center) y la linea celular de ovario de hamster chino CHO-K1, por sus
siglas en inglés (ATCC CCL-61) donadas por M. Molina (Universidad de Chile). Las
células fueron mantenidas en medio RPMI-1640 ATCCMod (Gibco™) suplementado con

10% de suero fetal bovino y antibiéticos (penicilina y estreptomicina) a 37°C y 5% de
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CO,. Para el pasaje celular se lavaron las células con buffer fosfato salino 1X y
posteriormente se afiadié Tripsina-EDTA (0,05%, Gibco™). Se incubé en la estufa a
37°C, 5% COg, durante 3 a 5 minutos y se detuvo la tripsinizacién con medio completo.
El conteo celular se realiz6 manualmente con una camara de Neubauer, utilizando un

volumen de azul de tripan 0,4% y un volumen de dilucién de células.

3.3 Viabilidad Celular

Tanto las células de la linea DLD-1 como la linea CHO-K1 fueron cultivadas en placas
transparentes de 96 pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo. Al dia
siguiente se cambi6 el medio de estas placas por diferentes diluciones de boldina y sus
derivados a concentraciones de 0, 25, 50, 75y 100 uM, asi como diluciones del farmaco
5-FU (0, 25, 50, 75y 100 uM) y CX-4945 (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75y 100 uM). Se dejo
incubar por 24 h a 37°C y 5% CO., Posteriormente se realizé un ensayo MTS con
CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), siguiendo
las indicaciones del proveedor y dejando incubar las células con el reactivo durante 3 h
a 37°C y 5% CO:.. La viabilidad celular fue cuantificada a 490 nm en el lector de placas
Tecan’s NanoQuant Plate.

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular se utilizé la siguiente relacion:

YViabilidad celular — Absorbancia experimental 490 nm * 100 1
oViabihidad cefuiar = Absorbancia control negativo 490 nm (1)

3.4 Citotoxicidad Celular

Las células DLD-1 se cultivaron en placas transparentes de 96 pocillos a una densidad
de 20.000 células por pocillo. Posterior a la adhesion celular, se cambié el medio de
estas placas por diluciones de boldina y sus derivados a una concentracién ICso. Se

incubo a diferentes tiempos segun el experimento (1, 3, 5, 7 0 24 h) a 37°C y 5% CO..
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Tras la incubacién se recuperé el medio de cultivo y se transfirié a una nueva placa. Se
siguieron las indicaciones del proveedor del ensayo CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega) para cuantificar la presencia de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). La absorbancia fue medida a 490 nm en el lector Tecan’s
NanoQuant Plate. Para calcular el porcentaje de citotoxicidad celular se utilizé la
siguiente relacion:

% Citotoxicidad celular = Absorbancia experimental 490 nm * 100 5
oLrotoxicidad ceiar = Absorbancia control positivo 490 nm (2)

3.5 Apoptosis Celular

Para la medicién de la actividad de las caspasas efectoras se cultivaron células DLD-1
en placas blancas de 96 pocillos a una densidad de 15.000 células por pocillo. Posterior
a la adhesion celular, se cambi6 el medio de estas placas por diluciones de boldina y
sus derivados a una concentracién ICso. Se incubd por 24 h, a 37°C y 5% CO, y se
realiz6 el ensayo Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega), siguiendo las indicaciones del
proveedor. La luminiscencia fue medida en el luminémetro Synergy 2.

Para reconocer las vias especificas de la apoptosis, se cultivaron células DLD-1 en
placas blancas de 96 pocillos a una densidad de 25.000 células por pocillo. Al dia
siguiente, se cambi6 el medio de estas placas por diluciones de boldina y sus derivados
a una concentracion ICso. Se incubo6 por 2, 4, 6, 8, 20y 24h, a 37°C y 5% CO,. Para la
via extrinseca se realizo el ensayo Caspase-Glo® 8 Assay (Promega), mientras que
para la via intrinseca se realiz6 el ensayo Caspase-Glo® 9 Assay (Promega). En ambos
casos se siguieron las indicaciones del proveedor y se midi6é la luminiscencia en el

luminébmetro Synergy 2.
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3.6 Citometria de Flujo para medir la proliferacion celular

Las células DLD-1 fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a una densidad de 300.000
células por pocillo. Una vez adheridas las células, se cambi6 el medio por diluciones de
boldina y sus derivados a una concentracién 1Cso. Transcurridas 24 h se recuperé el
medio de cultivo junto a las células DLD-1 y se centrifugd a 5.000 rpm por 5 minutos. Se
elimin6 el sobrenadante y al pellet de células resultante se le agregd una solucion de
yoduro de propidio 10 pg/mL diluido en liquido envolvente para citometria BD™
FACSFlow™, Para el control positivo se agregé metanol frio a -20°C al pellet de células
y se dejo incubar en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se centrifug6 a 5.000 rpm
por 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. A este pellet de células se le agrego, al igual
gue las muestras, la solucién de yoduro de propidio 10 pg/mL. Las muestras fueron
dejadas en hielo hasta la lectura en el citbmetro de flujo BD FACSCanto™, donde se

registraron 10.000 eventos por muestra.

3.7 Analisis de resultados

Los resultados presentados en este seminario corresponden al promedio de triplicados

de un experimento + desviacion estandar (SD).
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4. RESULTADOS

4.1 OE 1: Analizar si boldina y sus derivados disminuyen la proliferacién
celular

4.1.1 Viabilidad de la linea celular de cancer colorrectal DLD-1

Se evaluo el efecto de distintas concentraciones de boldina sobre las células de CCR en
la linea celular DLD-1 por 24 h. Tras la cuantificacién y analisis del ensayo MTS, se
observo que a mayor concentracion de boldina habia un menor porcentaje de viabilidad
de las células DLD-1. Sin embargo, a la maxima concentracion de boldina ensayada
(100 pM), las células aun presentaban un alto porcentaje de viabilidad, con un 58,98%
(Figura 5). Como comparativa a este resultado, se ensayé la viabilidad celular con
CX-4945, un inhibidor de CK2, el cual presenté un descenso mas notorio, llegando a
37,76% de viabilidad celular a la misma concentracibn maxima ensayada.
Adicionalmente, el farmaco 5-FU tuvo una viabilidad de 64,59% a 100 uM, un efecto
poco pronunciado a como se esperaba dado que es el actual farmaco empleado en
guimioterapia.
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Viabilidad Celular (%)
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Figura 5. Viabilidad de la linea celular DLD-1 frente a boldinay otros compuestos. Para boldina y 5-FU
(actual quimioterapéutico de CCR) se ensayaron 5 concentraciones diferentes (0, 25, 50, 75 y 100 uM),
mientras que para CX-4945 (inhibidor de CK2) se ensayaron 6 concentraciones (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75y
100 uM). Se incubaron las células en presencia de estos compuestos por 24 h y posteriormente se cuantificd
la viabilidad celular con un ensayo MTS.
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Figura 6. Viabilidad de la linea celular DLD-1 frente a los derivados de boldina. Los derivados se
ensayaron a 5 concentraciones diferentes (0, 25, 50, 75y 100 uM) y fueron incubados por 24 h. La viabilidad
celular fue cuantificada tras realizar un ensayo MTS. A. Derivados 1 al 9. B. Derivados 11 al 20. C. Derivados
21 al 29.
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Luego, se evaluo el efecto sobre la viabilidad de las células DLD-1 de los 27 derivados
de boldina que lograron ser sintetizados, observando que ocurria una disminucién
diferencial sobre este parametro dependiendo del compuesto utilizado (Figura 6). Los
derivados 1y 26 llamaron la atencion por no causar un efecto notorio sobre la viabilidad,
siendo incluso menos nocivos que boldina, alcanzando un 85,24 y 69,29% de viabilidad
celular, respectivamente. En cambio, varios otros compuestos tuvieron un efecto méas
pronunciado, donde los compuestos 3, 11 y 23 destacaron por estar bajo el 20% de
viabilidad celular.

El ICso es la concentracion donde ocurre el 50% de viabilidad celular, el cual fue
determinado para los diferentes derivados de boldina (Tabla 1). Los compuestos 11y 14
exhibieron una mayor potencia inhibitoria, con 21,78 yM y 25,10 yM, respectivamente,
seguido de los compuestos 15y 23 con 31,02 y 33 uM, respectivamente.

Tabla 1. Valores de ICso para los derivados de boldina en la linea celular DLD-1. Las concentraciones

de ICso fueron obtenidas a partir del ensayo de viabilidad celular (Figura 6). N.S indica que el compuesto no
ha sido sintetizado para este estudio.

N° Compuesto ICs0 (MM) | N° Compuesto ICs0 (MM) | N° Compuesto ICso (MM)
1 100,00 11 21,78 21 38,28
2 54,00 12 37,62 22 N.S.
3 43,00 13 34,32 23 33,00
4 46,50 14 25,10 24 37,62
5 68,75 15 31,02 25 58,74
6 100,00 16 35,64 26 100,00
7 62,04 17 57,42 27 46,2
8 64,02 18 34,32 28 46,86
9 56,76 19 40,26 29 65,34
10 N.S. 20 35,64
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En el caso de boldina y los derivados 1, 6 y 26, se registro en la (Tabla 1) un ICso de
100 pM, el cual no corresponde a la concentracién donde ocurre el 50% de viabilidad
celular, sin embargo, es la maxima concentracion ensayada en este estudio y se tomd

como concentracion base para los estudios que vienen posteriormente.

4.1.2 Viabilidad de la linea no-tumoral CHO-K1 frente a boldina y sus
derivados

A modo de complementar el objetivo 1 e ir mas alla en la investigacion, nos preguntamos
si el comportamiento de boldina y sus derivados seria diferencial en una linea celular no
tumoral, ya que se espera que un buen compuesto candidato a quimioterapia afecte en
mayor medida a las células cancerosas y no a las sanas. Para esto se ensayaron las
mismas condiciones de viabilidad celular empleadas en la linea DLD-1, esta vez sobre
la linea no tumoral CHO-K1 (Figura A. 1).

Se observd en el caso de boldina que la viabilidad celular se mantuvo sobre el 70% a
todas las concentraciones ensayadas, un porcentaje mayor que en las células de CCR.
Asi mismo, el farmaco 5-FU mostré un efecto bajo sobre la viabilidad en comparacion
con la linea DLD-1, llegando a un 88,98% a los 100 uM. Finalmente, CX-4945 fue el
compuesto que mostré un efecto mas notorio sobre la viabilidad de CHO-K1, alcanzando
un 48,82% a la concentracion maxima de ensayo.

En cuanto a los derivados de boldina, al igual que con las células DLD-1, se observé un
comportamiento diferencial para cada compuesto (Figura A. 2). En esta linea celular
nuevamente el compuesto 26 tuvo una tendencia similar a boldina, asi como los
compuestos 3y 23 nuevamente mostraron una gran potencia inhibitoria sobre las células
normales al estar bajo el 20% de viabilidad celular. Por lo tanto, estos compuestos
mencionados no estarian gatillando un efecto diferencial entre la linea tumoral DLD-1 y

la linea no tumoral CHOK-1.
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4.2 OE 2: Estudiar si boldinay sus derivados promueven la necrosis celular

Conocido el efecto de todos los compuestos sobre la viabilidad celular, quisimos
determinar el mecanismo general de dafio celular, partiendo por la pregunta de si los
compuestos estarian causando muerte por necrosis. Dado que la necrosis se caracteriza
por liberar el contenido citoplasmético al medio extracelular, es ampliamente utilizada la
técnica de deteccién de la enzima citoplasmatica LDH como indicativo del dafio a la
membrana plasmética (Chan et al., 2013). Por lo tanto, para cumplir este objetivo se
realiz6 un experimento de deteccion de LDH en las células expuestas a los distintos
tratamientos, utilizando la concentracion ICse calculada con anterioridad (Tabla 1).

En primer lugar, fue necesario estandarizar los tiempos de medicion del ensayo, ya que
el fabricante Unicamente recomendaba no exceder las 9 h de medicién, tiempo
correspondiente a la vida media de la LDH. Entonces, se realizdé un ensayo con boldina
y el derivado 23, uno de los que mostré6 mayor potencia inhibitoria de la viabilidad en la
linea DLD-1. La medicion de LDH se realizo tras la incubacion de las células en
presencia de estos compuestos por 1, 3,5y 7 h. Se calcul6 el porcentaje de citotoxicidad
y se observé que este disminuyd después de la primera mediciéon (1 h) y se mantuvo
relativamente constante desde las 3 h hasta las 7 h, incluido el control negativo (Figura
7). En consecuencia, hay una estabilidad para la deteccién de LDH en la linea DLD-1 a
partir de las 3 h, por lo que se selecciond este tiempo para el ensayo de citotoxicidad

posterior.

20



25

20
<
1h
§ 15 L
k=i #3h
T
210 Sh
2 w7h
(@]
5
0

Boldina 23 C ()

Figura 7. Ensayo de estandarizacion de tiempos para medir LDH en la linea celular DLD-1. El ensayo
de citotoxicidad fue realizado a cuatro tiempos (1, 3, 5y 7 h) con células incubadas en presencia de boldina
o del derivado 23, ambos a una concentracion de ICso. Para el control negativo se emplearon células DLD-1
sin tratamiento. Datos representan el promedio + SD.

Una vez estandarizado el ensayo, se procedié a cuantificar la liberacion de LDH para
boldina y cada uno de los derivados en estudio. La gran mayoria de los compuestos
presentd un porcentaje de citotoxicidad similar al control negativo, ya que rondaban el
20%, por lo cual no estarian gatillando necrosis (Figura 8). Sin embargo, destacan
claramente los derivados 3 y 21 por superar el 100% de citotoxicidad, es decir, estos
compuestos son mas citotdxicos que el control positivo propio del kit comercial y, por lo

tanto, presentan una elevada actividad necrética en células DLD-1.
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Figura 8. Citotoxicidad celular en la linea celular DLD-1 en presencia de boldina y de los distintos
derivados. Las células DLD-1 se incubaron en presencia de boldina (B) y sus derivados a una concentracion
de ICso durante 3 h. Para el control negativo se emplearon células DLD-1 sin tratamiento. Datos representan
el promedio + SD.

4.3 OE 3: Evaluar si boldina y sus derivados gatillan la apoptosis celular y
definir la via especifica

4.3.1 Activacioén de caspasas efectoras en la linea celular DLD-1

Antes de evaluar si se estaba gatillando el segundo proceso probable de muerte celular,
es decir, la apoptosis en las células de CCR en presencia de los compuestos, fue
necesario generar un protocolo de uso del equipo de luminiscencia y, en simultaneo,
corroborar su funcionamiento. Para ello se utilizaron diferentes diluciones del anticuerpo
m-IgGk BP-HRP en presencia del reactivo luminol, el cual es catalizado por la subunidad
HRP del anticuerpo. Los resultados se asemejan a una curva gaussiana y mostraron la
pérdida de luminiscencia al aumentar los tiempos de medicion, comportamiento
caracteristico del reactivo (Figura A. 3). Por lo tanto, estos resultados permitieron

verificar la correcta funcionalidad del equipo.
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Para evaluar si los compuestos estaban gatillando la activacion de las caspasas
efectoras, es decir, aquellas responsables de ejecutar el proceso final de la cascada de
apoptosis, se seleccionaron dos derivados como buenos candidatos anticancerigenos
de CCR: 11 y 23. Estos fueron elegidos por presentar una de las mayores potencias
inhibitorias de viabilidad en la linea celular DLD-1, junto con un bajo porcentaje de
citotoxicidad celular (£ 20%) (Figura 6.B, Figura 6.C, Figura 8). Por otra parte, se
seleccionaron dos compuestos altamente citotéxicos, 3 y 21, que, en conjunto con su
buena potencia inhibitoria de viabilidad, son interesantes de estudiar para comparar con
nuestros potenciales candidatos (Figura 6.A, Figura 6.C, Figura 8).

La boldina present6 un bajo niumero de unidades relativas de luminiscencia (RLU) vy, al
igual que en otros experimentos, exhibié un comportamiento similar al control negativo
(Figura 9). De igual modo, el compuesto 11 presenté una baja luminiscencia, siendo
relativamente mas alto que el control negativo. Por lo tanto, boldina y el compuesto 11
no estarian gatillaron una activacion de las caspasas efectoras y, por ende, no estarian
activando el proceso de apoptosis a las concentraciones ensayadas. Por otra parte, el
segundo de los potenciales buenos candidatos, el compuesto 23, si mostré una alta
actividad inductora de caspasas efectoras, alcanzando la maxima luminiscencia con
15.523 RLU. Por ultimo, los compuestos 3 y 21 sorpresivamente gatillaron la apoptosis
celular mas de lo esperado, ya que por los resultados de citotoxicidad previos se

esperaba que estos compuestos tuvieran una actividad necrética en la célula.
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Figura 9. Deteccién de caspasas efectoras 3/7 en células DLD-1 en presencia de boldina y algunos
derivados quimicos. Se realizé una incubacion de las células DLD-1 con boldina (B) y los 4 compuestos
derivados a una concentracion de ICso durante 24 h. Para el control negativo se emplearon células DLD-1
sin tratamiento. Datos representan el promedio + SD.

4.3.2 Citometria de flujo para la linea celular DLD-1

Para comparar y corroborar los distintos resultados obtenidos hasta el momento, se
realiz6 una citometria de flujo de las células DLD-1 en presencia de boldina y
especificamente los 4 derivados que se estudiaron mas a fondo, tras una incubacion de
24 h. Para esta técnica se emple6 yoduro de propidio como agente intercalante del ADN
y para el andlisis se definieron tres gates o poblaciones celulares: viables, apoptéticas y
necréticas. Los controles del experimento mostraron coherencia con lo esperado para
cada gate, tanto control positivo de necrosis con metanol frio, asi como el control
negativo de células sin tratamiento, donde se esperaba el mayor porcentaje de células

viables (Figura 10).
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Figura 10. Citometria de flujo de la linea celular DLD-1 frente a derivados de boldina por 24 h. Se
utilizé yoduro de propidio a 10 pg/ml. Poblacion P2 (verde): células viables; poblacién P3 (azul): células
necroéticas; poblacién P4 (morado): células apoptéticas. Como control negativo se utilizaron células sin
tratamiento. Como control positivo se utilizaron células tratadas con metanol a -20°C.
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A modo de comparar de mejor forma estos resultados, se graficaron los porcentajes
obtenidos para cada poblacion celular (Figura 11). Los resultados de células viables son
concordantes con los resultados previos, donde boldina exhibié un alto porcentaje de
células viables, comparables con el control negativo, seguido de los derivados 11y 23,
y finalmente los derivados 3 y 21, que nuevamente mostraron un porcentaje de células
viables muy bajo. Para el proceso de necrosis, 3 y 21 siguen la tendencia observada con
anterioridad, aunque se observd un porcentaje importante de células apoptéticas. Por
otra parte, llamo la atencion la predominancia de células necréticas para el compuesto

23, que contrasta con los resultados previos.
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Figura 11. Porcentajes poblacionales tras el tratamiento con boldina (Bol) y cuatro derivados en
células DLD-1 por 24 h. Los porcentajes se obtuvieron automaticamente en la citometria de flujo (Figura
10), a partir del nimero de eventos de cada gate respecto a los 10.000 eventos totales cuantificados.

4.3.3 Activacioén de caspasas iniciadoras

A modo de esclarecer los resultados obtenidos con el proceso de apoptosis y concluir la
segunda parte del objetivo especifico 3, es decir, evaluar la via especifica de este
proceso, se detectaron las caspasas iniciadoras de la via extrinseca mediante la

actividad de la caspasa 8 y de la via intrinseca mediante la deteccién de la caspasa 9.
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Para este experimento se descarto el derivado 11, ya que como se indicé anteriormente,
present6 una baja actividad de caspasas efectoras y células apoptéticas por citometria
de flujo.

El experimento arrojo que tanto el control negativo y la boldina gatillaron una baja
actividad de las caspasas iniciadoras, lo cual es consistente con la baja actividad de
caspasas efectoras analizadas anteriormente (Figura 9). Del mismo modo, se demostré

una alta actividad para los derivados de boldina (Figura 12.A 'y Figura 12.B).
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Figura 12. Deteccién de caspasas iniciadoras 8 y 9 en células DLD-1, en presencia de boldinay tres
de sus derivados. Se realizé una incubacién de las células DLD-1 con boldina (B) y los 3 compuestos a
una concentracion de ICso durante 24 h. Para el control negativo se emplearon células DLD-1 sin
tratamiento. A. Actividad para la via extrinseca B. Actividad de la via intrinseca C. Actividad normalizada de
las caspasas para comparar su actividad. Datos representan el promedio + SD.
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Con el objetivo de establecer que via fue la predominante en este proceso, se normalizé
la actividad de las caspasas iniciadoras en base a su control negativo, observandose
para nuestra sorpresa que ambas vias se encuentran gatilladas en simultaneo a las 24 h,
y en primera instancia se podria indicar que la via intrinseca est4 predominando (Figura
12.C). Sin embargo, actualmente se sabe que la caspasa 8 es capaz de disociar a la
proteina Bid, la que a su vez activa a la via intrinseca (Ashkenazi & Salvesen, 2014), por
lo que es natural preguntarse si la actividad observada es debido Unicamente al
compuesto que gatilla directamente la via intrinseca, o bien, es un efecto retardado de
la activacion de la via extrinseca que activd a la via intrinseca debido al tiempo de
incubacion de las células.

Entonces, para poder dilucidar que via se activa primero, se realiz6 la incubacion de los
compuestos a distintos tiempos hasta llegar a las 20 h. Para el compuesto 3 y 21 se
observé desde las 2 h una elevada y estable activacion de la actividad de ambas
caspasas, que al cabo de las 8 h comienza a descender (Figura 13.Ay Figura 13.B). Sin
embargo, no se puede determinar qué via es gatillada primero, ya que la diferencia de
luminiscencia entre ambas caspasas es muy pequefia. Por otra parte, el compuesto 23
present6 un ascenso gradual de la actividad de ambas caspasas, donde al cabo de 8 h
comenzaron a diferenciarse, siendo la caspasa 9 la que comienza a activarse en mayor

cantidad (Figura 13.C).

28



w

A c3

= C 21
5 —

o 300 = 16,0

4 x

© 250 = 14,0

3 3

@ & 12,0

= 200 N

£ T 10,0

£ £

2 150 S 80

Ko

S 100 g 60

8 & 40

Q s

:_:" 50 5

£ € 20

E E

3 0o 3 00

2 4 6 8 20 2 4 6 8 20

Tiempo (h) Tiempo (h)
c23 5 Boldina

= 14

3 60 o v

4 x

= o 1.2

g 5,0 E

N N 10

= 40 S

= 4

£ E 08

o 30 ]

= o 06

D 20 ©

3 & 04

e . € 02

% 00 g 0,0

2 4 6 8 20 - 2 4 6 8 20

Tiempo (h) Tiempo (h)

M Caspase-Glo 8/ C(-) M Caspase-Glo 9/ C(-)

Figura 13. Deteccion temporal de las caspasas iniciadoras en células DLD-1, en presencia de boldina
y tres derivados. Se realiz6 una incubacion de las células DLD-1 con boldina y los 3 compuestos derivados
a una concentracion de ICso durante un gradiente de tiempo. La luminiscencia se encuentra normalizada en
base al control negativo de cada experimento. Datos representan el promedio + SD.

Finalmente, la boldina gatillé la activacion estable de ambas caspasas hasta las 8 h,
decayendo a las 20 h (Figura 13.D). En este caso la cantidad de luminiscencia fue
bastante baja, como ya se habia indicado previamente, y no se observ6 una diferencia
temporal de activacion de caspasas. Por lo tanto, lamentablemente estos datos dejan

abierta la interrogante de cual es la via predominante o causante del proceso apoptotico.
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5. DISCUSION

La preocupacion por el nimero creciente de pacientes diagnosticados con CCR ha
causado una busqueda activa de potenciales farmacos anticancerigenos que ayuden a
tratar de mejor forma esta patologia. Dentro de los compuestos derivados de productos
naturales, el alcaloide boldina ha comenzado a ser estudiado como posible
anticancerigeno en varios tipos de cancer (Garbarino et al., 2008; Gerhardt et al., 2013,
2014; Paydar et al., 2014; Venera et al., 2019). A nuestro saber, no se han reportado
estudios del efecto de boldina sobre el CCR y sumado a los antecedentes que lo
involucran con la posible inhibicién de la proteina CK2 (Ahmed et al., 2015; Battistutta &
Lolli, 2019), lo hacen un buen candidato de estudio.

Los resultados aqui presentados indicaron que a la maxima concentracién estudiada de
boldina (100 pM), este compuesto no fue tan nocivo sobre la viabilidad celular para la
linea tumoral DLD-1 en comparacion con la mayor parte de los derivados sintetizados.
El ensayo MTS arrojé un 58,98% de viabilidad celular, mientras que la citometria de flujo
dio un 86,6% de células viables (Figura 5, Figura 10). Si bien ambos experimentos fueron
realizados a 24 h de incubacion, las diferencias obtenidas pueden ser producto de la
técnica empleada. Esta tendencia a disminuir la viabilidad celular podria ser causa de
un posible arresto del ciclo celular en G2/M que ha sido reportado en una linea de cancer
de vejiga (Gerhardt et al., 2014). En este sentido el alcaloide podria incidir sobre la
proliferacion celular; sin embargo, se requieren experimentos como una citometria de
flujo con Anexina V/yoduro de propidio para demostrar esta hipotesis. Ademas, es
importante tener presente que se deben realizar curvas a mayores concentraciones de
boldina a fin de encontrar su potencia inhibitoria. En este sentido, el estudio mencionado

anteriormente report6 que boldina disminuye la viabilidad celular en concentraciones que
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van en un rango entre 200 a 500 uM (Gerhardt et al., 2014), por lo que es bueno
considerar estos valores como referencia, junto con la extrapolacién de nuestros
resultados.

Para comparar el efecto de boldina sobre la viabilidad celular en una linea no
cancerigena, se realiz6 un ensayo MTS en la linea CHOK-1 (descrita para experimentos
toxicologicos). Se observé que ocurria un efecto menor sobre la viabilidad celular, ya
que la viabilidad alcanz6 un 76,73% a 100 uM (en comparacion con el 58,98% alcanzado
en DLD-1), y ademas se observé que la curva decaia con menor pendiente (Figura A.
1). Esto indica que posiblemente se necesiten mayores concentraciones del alcaloide
en esta linea celular que las necesarias en DLD-1 para llegar al 50% de viabilidad celular,
lo cual es alentador, ya que idealmente un buen anticancerigeno deberia causar un
menor dafio sobre células normales.

Al estudiar los mecanismos por los cuales comienza a bajar la viabilidad de las células
DLD-1 en presencia de boldina, los resultados del ensayo de citotoxicidad mostraron un
15,98% comparable con las células sin tratamiento que alcanzaron un 19%, por lo que
este compuesto no tendria actividad necroética (Figura 8). La baja citotoxicidad puede ser
a causa de que boldina puede actuar como un citoprotector, lo cual ha sido comprobado
en membranas inducidas con hidroperoxido de terc-butilo donde boldina inhibe la
peroxidacion lipidica (Bannach et al., 1996). Por lo tanto, este alcaloide estaria
produciendo un dafio minimo o nulo sobre la membrana celular, lo cual incide en la baja
cantidad de LDH detectada.

En cuanto a la accién apoptoética de la boldina, esta fue minima para las concentraciones
ensayadas, tanto en la activacion de las caspasas iniciadoras (Figura 13) como efectoras
(Figura 9). Sin embargo, otros estudios en células de cancer de préstata han indicado

gue boldina tendria un efecto sobre la via intrinseca (Venera et al., 2019), por lo cual es

31



importante analizar si esto es propio de otra linea cancerigena, o bien, una falta de
concentracion del compuesto.

Dado que los antecedentes indicaban a boldina como un inhibidor de CK2, se analizé a
modo de comparacion el efecto del actual inhibidor de esta proteina, CX-4945.
Previamente nuestro grupo habia reportado que las células DLD-1 incubadas con 25 uM
de CX-4945 por 48 h, bajan su viabilidad entre 60-70%, lo cual fue correlacionado con
la disminucion en la proliferacion (Silva-Pavez et al., 2019). Aqui se realiz6 el ensayo a
la mitad de tiempo, donde a la misma concentracién habia un 76,13% de viabilidad
celular (Figura 5), lo que sugiere que podria tener un mejor efecto a tiempos mayores.
Asimismo, nuestro grupo reporté que CX-4945 causé menores efectos sobre una linea
celular normal CoN, cuya viabilidad disminuy6 tan solo un 30% (Silva-Pavez et al., 2019);
en este estudio evidenciamos que las células normales CHO-K1 estabilizan su viabilidad
celular alrededor de un 50%, un porcentaje mayor que en la linea DLD-1 (Figura A. 1).
En cuanto a los resultados con 5-FU, esperabamos un mayor efecto sobre la linea DLD-1
dado su uso habitual en quimioterapia (Figura 5). Sin embargo, un estudio reciente con
la misma linea celular reportd que 5-FU afectd poco a la viabilidad, donde a 38,43 uM la
viabilidad fue cercana al 90% (Kirlangi¢ et al., 2022) y nuestros resultados a esa
concentracion son de aproximadamente un 80%. Posiblemente este farmaco tenga un
mejor comportamiento en otras lineas celulares, ya que dependera de las distintas
caracteristicas y/o mutaciones propias de la linea. Otro factor para considerar es la
posible resistencia de las células DLD-1 frente a 5-FU, la cual reduce los niveles
intracelulares de los metabolitos activos de este farmaco, FUTP y FAUMP (Inaba et al.,
1998). Esta resistencia cambia el perfil lipidico y disminuye los mensajeros intracelulares
de las células DLD-1, como las ceramidas que estan estrechamente involucradas en

varios procesos anticancerigenos (Jung et al., 2020). Asimismo, se debe tener presente
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que las células podrian presentar resistencia al farmaco mediante el aumento de los
transportadores de membrana tipo ABC (Glavinas et al., 2005; Pérez-Moreno et al.,
2020).

A modo de mejorar el accionar de boldina como posible anticancerigeno de CCR,
sumado a generar una mejor inhibicién sobre la proteina CK2, se disefiaron nuevos
derivados sintéticos con sustituciones de grupo arilo. Se trabajo con los 27 derivados
gue lograron ser sintetizados, donde a modo general, todos los compuestos presentaron
un efecto distinto sobre la viabilidad de las células de CCR (Figura 6) y se observaron
un namero importante de compuestos con una gran potencia inhibitoria (Tabla 1). Esta
variabilidad de resultados es esperable a causa de las distintas modificaciones quimicas
de los compuestos, de hecho, radicales iguales que estan en distinta posicion podrian
tener efectos distintos. Este es el caso del compuesto 6 que tiene su radical en posicion
para y no fue posible calcular su ICso a las concentraciones maximas de ensayo,
mientras que el compuesto 25, que tiene el mismo radical posicionado en meta, si tuvo
un efecto mayor sobre la viabilidad de las células DLD-1, obteniendo su correspondiente
ICsode 58,74 uM.

En cuanto al estudio de citotoxicidad celular, los resultados fueron alentadores, ya que
la mayoria de los derivados present6 una liberacion de LDH en rangos semejantes al
control negativo. Por lo tanto, la mayoria de estos compuestos no estarian gatillando
necrosis celular y dejan abierta la posibilidad de que los resultados de la caida en la
viabilidad sean debido a una muerte celular controlada como la apoptosis. En
contraposicion, los compuestos 3y 21 fueron altamente necroticos, superando el umbral
del 100% de citotoxicidad.

Para evaluar si efectivamente la apoptosis es el proceso responsable de la muerte

celular en presencia de los compuestos, se continud con un analisis mas detallado donde
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solo se utilizaron cuatro derivados. Los dos primeros compuestos corresponden al 11y
23, catalogados como buenos candidatos anticancerigenos contra CCR por presentar la
mayor potencia inhibitoria en la linea celular DLD-1 (Tabla 1), junto con un porcentaje
< 20% de citotoxicidad celular (Figura 8).

El compuesto 11 mostré una actividad de caspasas efectoras de 3201 RLU, tan solo
1377 RLU mas altas que el control negativo (Figura 9). Al analizar los resultados de
citometria de flujo (Figura 10) estos también indicaron un bajo porcentaje de células
apoptdticas, correspondiente a un 1,7%, en comparaciéon con el 24,1% de células
necréticas. Por lo tanto, estos resultados nos estarian indicando que este compuesto
comienza a ejercer mas bien un dafo necrético a las células DLD-1, lo cual contrasta
con el bajo porcentaje de citotoxicidad que ya fue analizado.

El segundo de los buenos candidatos es el compuesto 23, que al contrario del compuesto
11, mostrd la mayor actividad de caspasas efectoras con 15.523 RLU (Figura 9), asi
como una de las mas altas actividades de caspasas iniciadoras (Figura 12). Estos
resultados son alentadores, pues este compuesto seria un buen candidato para
continuar los estudios, sin embargo, al comparar estos resultados con la citometria de
flujo (Figura 10), nuevamente encontramos resultados contrastantes, ya que el mayor
porcentaje de muerte indicado aqui es debido a necrosis y no a la apoptosis.

El segundo par de compuestos son el 3 y 21, los cuales tuvieron una gran potencia
inhibitoria (Tabla 1), junto con un porcentaje de citotoxicidad superior al 100% (Figura
8), por lo que se esperaba una actividad de apoptosis minima. Sorpresivamente ambos
compuestos mostraron una actividad muy importante de las caspasas iniciadoras y
efectoras, incluso a tiempos tempranos (Figura 9, Figura 13). Estos resultados fueron
corroborados en la citometria de flujo, donde se observé claramente ambas poblaciones

celulares (Figura 10).
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Adicionalmente, al estudiar que via era la responsable del proceso de apoptosis, en
ninguno de los derivados estudiados que gatillaban previamente la apoptosis se logré
dilucidar esto, ya que tanto la caspasa 8 como la caspasa 9 se encontraban activas
desde el inicio (Figura 13). Por este motivo estos resultados de apoptosis, mas los
resultados contrastantes de los compuestos 3 y 11 descritos anteriormente, en conjunto
con el sorpresivo registro de ambas poblaciones celulares en los candidatos 3 y 21,
llevan a generar una serie de interrogantes.

Una de ellas es cuestionarse si el ensayo de citotoxicidad esta indicando realmente el
proceso de liberacion de LDH, ya que no se puede descartar el hecho de que estos
compuestos estén interactuando con la enzima LDH. De ocurrir esto, se afectaria la
reaccion acoplada que genera la deteccion final y causaria los bajos porcentajes de
citotoxicidad detectados en los compuestos 11 y 23, contrario a los porcentajes mas
altos registrados por citometria. Por lo tanto, seria bueno aplicar a futuro otra forma de
medicién de citotoxicidad a modo de comparar y corroborar los resultados del proceso
de necrosis. Por ejemplo, se podria utilizar como marcador a la proteina box-1 del grupo
de alta movilidad (HMGBL1), la cual solo se libera en un proceso necrético y no apoptético
(Scaffidi et al., 2002). Asi mismo, dado que morfolégicamente la necrosis esta bien
caracterizada, se puede realizar una microscopia electrénica para ver el dafio sobre la
membrana plasmética.

En cuanto a los ensayos de apoptosis en la deteccidén de caspasas, es necesario tomar
nuevos enfoques para detectar esta actividad. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos
contra la caspasa 8 o caspasa 9, a fin de comparar con los resultados obtenidos por el
kit. Asi mismo se puede medir la actividad de caspasas intrinsecas indirectamente con
la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria, o incluso, viendo si este organelo presenta

diferencias de potencial de membrana.
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Por otra parte se debe tener en cuenta que los procesos de muerte celular no son
estrictos, donde en los ultimos afios se ha evidenciado que una célula que esta
comprometida con un proceso de apoptosis puede sufrir un blogqueo apoptético y dirigirse
hacia un proceso de necroptosis (Chen et al., 2018). Este Ultimo proceso es controlado
como la apoptosis y conlleva el dafio a la membrana plasméatica como la necrosis; sin
embargo, es independiente de la activacion de caspasas (Ashkenazi & Salvesen, 2014).
Pero, dado que originalmente podria derivar de un proceso de apoptosis, esto justificaria
por qué en el caso del compuesto 23 hay alta deteccidon de caspasas aun cuando la
citometria detecta mas células con caracteristicas necroticas. Por lo tanto, no hay que
descartar que esté ocurriendo un proceso de necroptosis sin repetir los ensayos de
apoptosis y ademas, apoyandose de experimentos que utilicen marcadores propios de
la necroptosis como las enzimas RIP, RIP3 y MLKN, asi como la utilizacion de
necrostatina-1 como inhibidor de este receptor clave en la via de necroptosis.

Otra hip6tesis que cobra fuerza si se corrobora que estan presentes ambos procesos de
muerte celular en los compuestos 3 y 21, es que se ha descrito la existencia de un
proceso de muerte llamado necrosis secundaria, donde las células comienzan
normalmente su proceso apoptoético, pero cuando este se extiende temporalmente,
termina progresando a una necrosis con la desintegracion de la membrana plasmaética;
esto se ha visto en condiciones in vitro donde hay ausencia de elementos fagocitarios
(Silva, 2010). Por lo tanto, esto podria relacionarse a los resultados obtenidos en la
citometria de flujo con ambas poblaciones celulares, donde si bien en un inicio las células
vecinas pueden fagocitar elementos de una célula apoptoética, en el cultivo in vitro hay
ausencia de macréfagos que ayuden al proceso.

Por dltimo, es necesario tener en cuenta la realizacién de réplicas experimentales a fin

de aplicar los ensayos estadisticos correspondientes para lograr un célculo de
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significancia de los resultados, asi como utilizar las nuevas técnicas propuestas para
reforzar o refutar los resultados vistos. Ademas, es necesario realizar un estudio de los
derivados de boldina sobre otras lineas celulares, tanto de CCR como normales, ya que
esto nos ayudara a dilucidar su potencial como anticancerigeno. Finalmente, a futuro se
proyectan realizar estudios de inhibicion de estos derivados sobre la proteina kinasa
CK2, a fin de analizar si las maodificaciones estructurales realizadas generan una mayor

ocupacion sobre el bolsillo de ATP de la proteina.
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6. CONCLUSIONES

Boldina a 100 yM no caus6 un dafio importante sobre la viabilidad y la muerte celular
asociada no seria por necrosis ni apoptosis, dejando abierta la interrogante de si ocurre
un proceso de arresto del ciclo celular.

Los 27 derivados de boldina presentaron un efecto diferencial sobre la viabilidad celular
y la gran mayoria parece no gatillar necrosis.

Los compuestos 3 y 21 tuvieron una gran potencia inhibitoria de la viabilidad, un
porcentaje de citotoxicidad superior al 100% Yy ejercen una activacion importante de
caspasas iniciadoras y efectoras. Es interesante evaluar en estos compuestos si ocurre
una necrosis secundaria.

Los compuestos 11 y 23 presentaron gran potencia inhibitoria de la viabilidad, junto con
un porcentaje < 20% sobre la citotoxicidad celular: el compuesto 11 mostré una baja
activacion de caspasas efectoras y la citometria de flujo muestra un mayor porcentaje
de células con caracteristicas necréticas que apoptoticas. Por otro lado, el compuesto
23 llevo a una alta activacion de caspasas efectoras e iniciadoras, lo que se contrasta
con la baja poblacion de células apoptéticas detectadas por citometria de flujo. Se

propone estudiar si un proceso de apoptosis pasa a necroptosis.
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Figura A. 1. Viabilidad celular para lalinea celular CHO-K1 en presencia de boldinay dos compuestos
control. Los compuestos fueron incubados por 24 h y los valores de viabilidad fueron cuantificados tras
realizar un ensayo MTS. Para boldina y 5-FU se ensayaron 5 concentraciones diferentes (0, 25, 50, 75y
100 pM), mientras que CX-4945 se ensay6 a 6 concentraciones (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 75y 100 uM).
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Figura A. 2. Viabilidad celular para lalinea celular CHO-K1 en presencia de los derivados de boldina.
Los derivados fueron incubados por 24 h y los valores de viabilidad fueron cuantificados tras realizar un
ensayo MTS. Se ensayaron 5 concentraciones diferentes (0, 25, 50, 75 y 100 yM). A. Modificaciones
quimicas de boldina de la 1 ala 9. B. Modificaciones quimicas de boldina de la 11 a la 20. C. Modificaciones
quimicas de boldina de la 21 a la 29.
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Figura A. 3. Curvas de luminiscencia para distintas diluciones del anticuerpo a-migGK BP-HRP. La
luminiscencia del anticuerpo fue medida en presencia de una solucién de peréxido y luminol.
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