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RESUMEN

En la busqueda de metabolitos bioactivos para tratar enfermedades cronicas no transmisibles,
se han identificado diferentes fuentes naturales que, a lo largo de la historia, han sido
proveedoras de farmacos que hacen parte de la terapia actual. Esta practica se mantiene
vigente y méas aln, cuando se trata de desarrollar alternativas farmacoldgicas novedosas
contra enfermedades como el cancer que, si bien cuenta con una variedad de tratamientos,
ninguno es curativo y su uso tiene serias consecuencias fisiolégicas y psicoldgicas en el
paciente que las utiliza. En esta tesis doctoral, abordamos las diferentes etapas de la obtencion
de sustancias con potencial terapéutico contra el cancer, a través de la evaluacion de extractos
vegetales, fracciones enriquecidas en metabolitos secundarios y compuestos de sintesis
organica, cuya fuente de obtencion principal son las plantas medicinales de la Costa del
Caribe Colombiano. En la primera etapa se evalud la actividad citotoxica y anti-proliferativa
de 31 extractos etanolicos totales obtenidos a partir de especies vegetales de la region, frente
a las lineas de cancer HT-29 (colorrectal), A549 y H292 (pulmonar), PC-3 (prostéatico),
MDA-MB-231 (de mama), HeLa (cervical), utilizando el ensayo de reduccion metabdlica
del MTT, obteniéndose para cada extracto activo, los valores de Clso. De los extractos
evaluados, once (11) mostraron actividad inhibitoria del crecimiento de al menos una linea
celular de origen neoplésico, resaltdndose dentro de este grupo, el extracto de B. simaruba,
puesto que inhibio el crecimiento de todas las lineas neoplasicas a concentraciones bajas v,
ademas mostrd ser selectivo inhibiendo en menor proporcién el crecimiento de lineas
celulares normales (fibroblastos humanos fetales MRC-5 y fibroblastos murinos embrionales
3T3-L1). En la segunda etapa, evaluamos el potencial terapéutico de la fraccion en
diclorometano obtenida del extracto total de los célices de P. angulata (PADF) utilizando
modelos experimentales tanto in vitro como in vivo. Los resultados muestran que esta
fraccidn enriquecida en ésteres de sacarosa, no solo posee actividad anti-inflamatoria como
se reportd en estudios previos, sino que ademas posee actividad citotoxica y anti-proliferativa
sobre células de cancer colorrectal HT-29 mediante induccion de arresto celular en fase G2/M
y apoptosis, inhibicion de la migracion celular, fragmentacion del DNA, que producen dafios
irreversibles en la linea celular. Sumado a lo anterior, en el modelo in vivo de cancer asociado
a colitis (CAC, AOM/DSS), PADF redujo la carga tumoral, la severidad de la enfermedad y
promovio la recuperacion del tejido coldnico, efectos asociados a la disminucion de
citoquinas pro-inflamatorias, proteina PCNA la cual estd incrementada en procesos de
inflamacion y cancer, aumento de la expresion de p38 (inductora de apoptosis) y MAPKSs.
La tercera etapa de la tesis estuvo enfocada a profundizar en el estudio de los mecanismos de
accion asociados al efecto anti-proliferativo y citotoxico de dos (2) derivados quinoidales de
origen natural obtenidos por sintesis organica, nafto[2,3-b]furan-4,9-diona (avicequinone B)
y [8-hydroxi-2-(2-tienilcarbonil) nafto[2,3-b]tiofen-4,9-diona] (AKM53); los cuales, en
estudios previos, inhibieron el crecimiento de la linea celular HT-29, afectando en menor
proporcion el crecimiento de fibroblastos humanos normales dérmicos PCS-201-012. Los
resultados obtenidos revelan que ambos compuestos disminuyen la capacidad de formacién
de colonias de células HT-29, inducen arresto en fase G2/M y necrosis. Ademas, el analisis
de RNA sequencing (RNA-seq) mostré que la actividad bioldgica observada se encuentra
relacionada con la reduccidn en la expresidn de genes que actian en vias de sefializacién de
proliferacién celular (JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT), asi como induccion de ferroptosis



como forma de muerte celular, expresién de miR-21 y estrés oxidativo en células de cancer
colorrectal HT-29.

Todos estos aportes cientificos enriquecen el conocimiento disponible respecto a fuentes de
metabolitos secundarios potencialmente Utiles para tratar el cAncer, ademas, proporcionan un
soporte cientifico al uso empirico y etnofarmacoldgico dado a estas especies vegetales. La
fraccion enriquecida (PADF) y los compuestos estudiados (avicequinone B y AKM53),
podrian convertirse en un futuro no muy lejano, en coadyuvantes de utilidad en la terapia
contra el cancer, especialmente del cancer colorrectal, contando con importantes avances en
la elucidacion de los mecanismos moleculares, pero ain se requieren estudios adicionales in
vivo sobre su farmacocinética, farmacodinamia asi como de disefio de formulacién para poder
acercarnos ain mas a nuestro objetivo principal: la creacién de un producto farmacéutico que
pueda ser incluido en la terapia disponible contra el cancer.



ABSTRACT

In the searching for bioactive metabolites to treat chronic non-communicable diseases,
different natural sources have been identified that have been drug providers throughout
history. This practice is valid when it wants to find new pharmacological alternatives to treat
cancer, a disease with a defined therapy but associated with severe secondary effects that
disturb the patient physiologically and psychologically. This doctoral thesis was conducted
to approach the phases of cancer drug discovery by evaluating extracts, enriched fractions,
and compounds whose primary source of obtaining are medicinal plants belonging to
Colombian Caribbean flora. In the first stage, the cytotoxic and anti-proliferative activity of
31 total extracts were evaluated against a cancer cell line panel (HT-29, A549, H292, PC-3,
MDA-MB-231, Hela), using the MTT method. The results showed that 11 extracts affected
the growth of at least one cancer cell line, being B. simaruba extract was the most active and
selective extract. The second stage evaluated the anti-cancer potential of dichloromethane
fraction obtained of P. angulata total ethanolic extract (PADF) using in vitro and in vivo
experimental models. The results showed that this fraction enriched in sucrose esters has
cytotoxic and anti-proliferative activity against HT-29 cell line, inducing G2/M arrest,
apoptosis, inhibition of cell migration, and DNA fragmentation that leads to irreversible
damage compromises the cancer cell life. In the in vivo CAC model, PADF reduced the
tumoral load, the severity of disease and promoted the regeneration of the colonic tissue.
These effects were associated with reducing pro-inflammatory cytokines and PCNA protein,
which is increased in inflammatory and cancer processes, and promoting the expression of
p-38 proapoptotic protein and MAPKSs. The third and final stage delves into the study of
cytotoxic and anti-proliferative mechanisms of two synthetic compounds: Avicequinone B
and AKM53, which in previous works showed a selective potent growth inhibitory activity
against HT-29 colorectal cancer cell line. The results showed that both compounds
diminished the capability of HT-29 colony formation, inducing G2/M arrest and necrosis.
RNA-seq analysis showed that the compounds biological activity is linked with the reduction
of expression of cell proliferation genes (JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT), ferroptosis
induction, and oxidative stress and expression of miR-21. These scientific contributions
improved the knowledge concerning sources of secondary metabolites potentially useful to
treat cancer, providing scientific support to empirical and ethnopharmacological use of the
studied species. In the near future, PADF enriched fraction and studied compounds
(avicequinone B and AKM53) could be coadjuvants in cancer therapy, especially in
colorectal cancer, these compounds have molecular action mechanisms supported but require
additional studies about the pharmacokinetic and pharmacodynamic effects as well as
formulation design to get closer to the main objective: the generation of a pharmaceutical
product that can be included in the available cancer therapy.



DESCRIPCION GENERAL DE LA TESIS DOCTORAL

El cancer se ha convertido en una de las primeras causas de mortalidad en la gran mayoria
de paises del mundo. Aunque existe una terapia definida que alivia signos y sintomas de la
enfermedad, sigue siendo incierta la reaccién que pueda tener cada paciente hacia su
implementacion ya que, en algunos casos, no funciona o hay recidivas que afectan
negativamente la calidad de vida del paciente. Adicionalmente, los farmacos que se utilizan
no son selectivos y afectan tanto a células cancerosas como a células normales. Todos estos
factores han conducido a que la poblacién afectada por la enfermedad acuda al empleo de
alternativas terapéuticas que provengan de la naturaleza, basandose en el conocimiento
ancestral de las especies de una region, practica que a lo largo de los afios ha sido de gran
provecho ya que, un gran porcentaje de los farmacos que se utilizan en la terapia actual son
metabolitos secundarios extraidos de fuentes naturales y, a través de procesos de sintesis o
semi-sintesis se han podido obtener en grandes cantidades a fin producirlos a escala industrial
y suplir las necesidades mundiales pero ademas mediante estos proceso es posible mejorar
sus propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas. Colombia es uno de los pocos paises
megadiversos del mundo, contando con una enorme riqueza de especies vegetales con
potencial para proveer metabolitos Utiles para el tratamiento del cancer. En este primer
capitulo, el lector encontrara una breve descripcion de la problematica actual relacionada con
el cancer, asi como la justificacion de la creciente necesidad de buscar alternativas
terapéuticas o coadyuvantes basandonos en la exploracion de nuestra flora. Adicionalmente,
se muestran los objetivos y la hipotesis planteada que sustentan el desarrollo de esta tesis
doctoral.

En el capitulo 1. “Introduccion general” se presenta un resumen de los puntos mas
importantes sobre el cancer, enfermedad abordada durante el desarrollo de la presente tesis
doctoral, en donde se describe el inicio y desarrollo de la patologia en humanos, se presentan
datos epidemioldgicos, de diagnostico y tratamientos disponibles actualmente para combatir
el impacto en la poblacion, ademas, se describen los problemas asociados al uso de la terapia,
lo que fundamenta el presente estudio.

En los capitulos 2. “Plantas medicinales colombianas como fuente de metabolitos bioactivos
para tratar el cancer” y 3. “Physalis angulata, alternativa novedosa potencialmente Util para
tratar el cancer colorrectal” agrupamos los resultados obtenidos en la ejecucion de diversos
ensayos bioldgicos experimentales, tanto in vivo como in vitro, encaminados a identificar
especies vegetales promisorias a partir de extractos obtenidos de plantas medicinales de la
Costa Caribe Colombiana, con especial énfasis en la especie vegetal Physalis angulata L.,
profundizandose en el estudio fitoquimico, toxicoldgico y algunos mecanismos moleculares
asociados a su actividad bioldgica.

En el capitulo 4. “Quinonas: Compuestos de reconocida utilidad para el tratamiento del
cancer”, se muestran resultados relacionados con la elucidacion de los mecanismos asociados
a la actividad bioldgica frente al cancer colorrectal de dos (2) compuestos altamente activos



frente a varios tipos celulares de cancer, los cuales fueron sintetizados y suministrados por el
Grupo de Productos Naturales de la Universidad de Cartagena y por el Institute of
Pharmaceutical and Medicinal Chemistry de la University of Munster, Alemania, en el marco
de la ejecucion de proyectos de investigacion conjuntos, en donde previamente se evaluaron
36 derivados con nucleo quinoidal base (nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) [1]. Estos compuestos,
denominados naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione  (Avicequinone b) y 8-hydroxy-2-(2-
thienylcarbonyl) naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (AKM53), se seleccionaron en funcién
de su capacidad inhibitoria de la proliferacidn celular frente a varios tipos celulares de cancer
humano, ademas de tratarse de compuestos de tipo quinoidal, considerados como uno de los
grupos de agentes antitumorales mas importantes en el que se incluyen reconocidos farmacos
como la Doxorrubicina, Daunorrubicina, o Mitomicina C, actualmente utilizados en clinica
para combatir el cancer. Adicionalmente, la Avicequinone B fue inicialmente aislada de la
corteza del tallo del manglar Avicennia alba en el afio 2000 por Ito et al [2] y con el paso de
los afios se han disefiado varias rutas para su obtencién dado su potencial farmacolégico. Por
su parte, AKM53, que corresponde al segundo compuesto estudiado, fue inicialmente
obtenido mediante modificaciones estructurales del Lapachol, compuesto de reconocida
actividad citotoxica, extraido de los tallos de Tabebuia spp.

Por ultimo, se muestran los apartes titulados “Discusion final y conclusion”, “Perspectivas
futuras”'y “Produccion generada durante el desarrollo de la tesis doctoral”, en donde se
sintetizan claramente todas las contribuciones y aportes generados al ejecutar esta tesis. A
parte de mi formacion doctoral se generaron varios productos de apropiacion social del
conocimiento, (publicaciones en revistas cientificas y presentaciones en eventos cientificos
nacionales e internacionales); cuyo contenido completo se encuentra disponible en las
diferentes bases de datos. Adicionalmente, se mencionan las actividades que se continuaran
desarrollando con el fin de generar conocimiento que nos permita acercarnos un poco mas a
la meta final de incluir nuevas alternativas terapéuticas en el tratamiento actual contra el
cancer, ya sea como un tratamiento propiamente dicho o como coadyuvantes a la misma,
todo ello encaminado a mejorar la calidad de vida de los pacientes que padecen esta patologia.

1. Pertinenciay relevancia de la investigacion

El cancer consiste en el crecimiento desequilibrado de células con una inestabilidad
gendmica que genera aumento de su proliferacion y resistencia a la apoptosis [3]. Esta
enfermedad afecta los genes de las células y, cuando estas células con mutaciones sobrepasan
en numero a las células normales, el tejido pierde la capacidad de funcionar de manera
regulada rompiéndose la homeostasis [4]. Este fendmeno puede suceder en cualquier parte
del cuerpo y, propagarse a 6rganos y tejidos circundantes o distantes al sitio de iniciacion [3].
En los dltimos afios, se ha convertido en un grave problema de salud publica que va en
alarmante aumento y, en muchos paises, se ha posicionado como la principal causa de muerte
por enfermedades crénicas no transmisibles [5].

Este incremento de la mortalidad por causa del cancer, ha convertido a esta patologia en un
blanco de estudio cientifico, enfocando los esfuerzos hacia el conocimiento de su etiologia,



diagndstico y tratamiento, siendo este ultimo punto, uno de los mas trascendentales, debido
a que a pesar de que existen alternativas eficaces como la reseccion quirdrgica, radioterapia,
quimioterapia e inmunoterapia, el entendimiento de la respuesta individualizada de los
pacientes hacia ellas sigue siendo desconocida y poco predecible, ya que en algunos casos,
luego de recibirlas, la persona puede recuperarse, en otros se mejoran y luego recaeny, en el
peor de los casos, la condicion se agrava, debido a que la quimioterapia no solo afecta el
crecimiento y propagacion de células cancerosas sino también el de células normales, lo que
origina un deterioro en la calidad de vida del paciente al provocar efectos secundarios no
deseados que lo deterioran fisica y psicolégicamente, tanto que pueden trascender al campo
familiar, social y econdémico, comprometiendo de esta manera, la adherencia a la terapia
[6,7]. Otro agravante que compromete la eficacia de la terapia es la resistencia que han
desarrollado las células madres cancerigenas, a pesar de que éstas, constituyen sélo un
pequefio porcentaje de la masa tumoral total [8,9]. El Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos (National Cancer Institute, NCI por sus siglas en inglés), es uno de los lideres
mundiales en investigacion del cancer y, a traves de esta organizacion, se han creado
programas que involucran el descubrimiento, la creacion y formulacion de tratamientos con
mayor eficacia y menos toxicidad, dentro de las cuales se incluyen las terapias dirigidas, las
inmunoterapias, vacunas y, en este Ultimo afio, lanzd el “Program for Natural Products
Discovery (NPNPD)” que consiste en obtener muestras pre-fraccionadas a través de métodos
analiticos para el rapido aislamiento e identificacion de productos naturales biologicamente
activos contra el cancer [10]. Sin embargo, aun es necesario continuar profundizando en el
estudio de esta patologia, con especial énfasis en la investigacion y desarrollo de nuevas
opciones o alternativas de origen natural o productos obtenidos de sintesis basados en
estructuras quimicas previamente descubiertas en fuentes naturales, que permitan brindarle
al paciente una mejor terapia.

En ese sentido, nuestro grupo de investigacion, Evaluacion Bioldgica de Sustancias
Promisorias (GEBSP), en cooperacion con otros grupos nacionales e internacionales (Grupo
de Productos Naturales de la Universidad de Cartagena, Laboratorio de Investigaciones
Fitoquimicas y Farmacologicas de la Universidad de Cartagena-LIFFUC, Institute of
Pharmaceutical and Medicinal Chemistry of University of Maunster, entre otros
colaboradores) hemos desarrollado diferentes proyectos orientados a la exploracion
etnofarmacoldgica de nuestra flora y la evaluacion de compuestos obtenidos por procesos de
semi-sintesis organica, con resultados alentadores que nos acercan a la obtencion de
fracciones enriquecidas y compuestos potencialmente Gtiles como alternativas terapéuticas o
coadyuvantes para el tratamiento de esta patologia de alto impacto en la salud publica.
Acorde con este planteamiento y teniendo en cuenta que Colombia es un pais que cuenta con
un elevado porcentaje de especies vegetales que no han sido estudiadas, en esta tesis doctoral
se plante6 como propdsito general contribuir a la busqueda de coadyuvantes de tratamiento
o alternativas terapéuticas novedosas potencialmente Gtiles como terapia contra el cancer, a
través de la evaluaciéon de la actividad bioldgica de extractos, fracciones y compuestos
obtenidos a partir de fuentes naturales o procesos semi-sintéticos.



2. Hipotesis y Objetivos de la tesis

Aunque existen tratamientos cientificamente reconocidos y eficaces contra el céncer,
también existen muchos efectos secundarios asociados a su uso que, sumado a los altos costos
del tratamiento, afectan de manera directa la calidad de vida del paciente, sin asegurar la cura
definitiva de la enfermedad; razones que mantienen permanente la necesidad de obtener
nuevas terapias y, en este sentido, la principal tendencia es la busqueda de moléculas
bioactivas a partir de los productos naturales y la creacion de rutas sintéticas o de semi-
sintesis para su obtencion o para realizar modificaciones estructurales que permitan mejorar
sus propiedades farmacoldgicas. Con el fin de ayudar a mitigar esta problematica actual, y
proporcionar bases para el desarrollo de nuevas terapias 0 coadyuvantes que ayuden a
mejorar el tratamiento terapéutico integral de los pacientes con céancer, nos planteamos la
siguiente hipotesis:

¢Es posible identificar extractos, fracciones o compuestos con promisoria actividad anti-
proliferativa frente a celulas de varios tipos de cancer que puedan ser utilizadas como
adyuvantes de tratamiento o alternativas terapéuticas novedosas para tratar esta patologia?

Para dar respuesta a esta pregunta problema, se plantearon los siguientes objetivos:

e Evaluar la actividad anti-proliferativa in vitro de extractos totales obtenidos de
plantas medicinales de la flora del Caribe Colombiano frente a lineas celulares de
cancer humano y lineas celulares normales y establecer indices de selectividad (Sl /
IS) para aquellos que muestren actividad.

e Realizar el fraccionamiento biodirigido a través de la evaluacion de la actividad anti-
proliferativa in vitro de los extractos o fracciones enriquecidas que muestren mayor
actividad frente a las lineas de cancer de relevancia para el grupo de investigacion.

e Determinar la toxicidad in vivo del extracto o la fraccion enriquecida con mayor
potencial anti-cancer de acuerdo a los protocolos establecidos por la OECD.

e Evaluar el efecto frente al cancer asociado a colitis (CAC) del extracto o la fraccion
enriquecida de mayor actividad en el modelo in vivo de cancer colorrectal inducido
por AOM/DSS, identificando posibles mecanismos de accién relacionados.

e Evaluar el efecto anti-proliferativo frente a la linea celular de cancer colorrectal HT -
29 de una serie de derivados quinoidales obtenidos a partir del nicleo base (nafto[2,3-
b]furan-4,9-diona), y profundizar en los mecanismos de accién a través de la
identificacion de las posibles dianas moleculares implicadas en el efecto citotoxico
de los compuestos que muestren mayor actividad bioldgica.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1. Céncer: definicién y epidemiologia

El término “cancer” se utiliza para describir a un grupo heterogéneo de enfermedades que se
caracterizan por el crecimiento y propagacién de células con inestabilidad genémica que
conlleva al aumento desequilibrado de su proliferacion y resistencia a la apoptosis [3]. Este
evento puede suceder en cualquier tejido de un organismo y se puede propagar a 6rganosy a
otros sistemas circundantes o distantes al sitio de iniciacién, suceso conocido como
metastasis, la cual ocurre en los estadios finales de la enfermedad y con frecuencia causa la
muerte de la persona que padece la enfermedad [3]. El cancer hace parte del grupo conocido
como enfermedades cronicas no transmisibles (NCDs por sus siglas en inglés), las cuales se
caracterizan por ser de larga duracion, producir un deterioro prolongado de la calidad de vida
del paciente y, regularmente, son el resultado de la asociacion de varios factores, tales como
la genética, la fisiologia, el ambiente y los habitos de vida [4]. Segun las cifras reportadas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer ocupo el primer y segundo lugar
como causa de muerte principal en 112 paises posicionandolo como un grave problema de
salud publica que en el afio 2020 llegd a cobrar la vida de 9°958.133 de personas en el mundo,
siendo el pulmonar el tipo de cancer que ocasiond mas muertes (1°796.144 — equivalente al
18% del total de muertes por la patologia), seguido del colorrectal (915.880 — 9.2%), hepatico
(830.180 —8.3%), estomacal (768.793 — 7.7%) y el de mama (684.996 — 6.9%) [5]. Colombia,
no se aparta de esta realidad mundial, en el afio 2020 esta enfermedad cobro la vida de 54.987
personas y el comportamiento epidemioldgico por tipo de cancer cambia ligeramente, siendo
el cancer de estomago el que cobra méas vidas (11.7% muertes por cancer), seguido por el
pulmonar (11.1%), el de mama (8%), el colorrectal (7.4%) y el de prostata (7%) [11].

2. Cancer, una enfermedad de los genes

La capacidad regenerativa y de reparacion que poseen todas las células que hacen parte de
los tejidos de nuestro organismo se encuentra bajo un control biolégico que regula de manera
precisa la expresion de genes que participan en la sintesis de proteinas que se requieren para
el desarrollo, diferenciacion y homeostasis. Sin embargo, una célula puede sufrir lesiones o
dafios en su material genético o DNA (mutaciones) que no se reparan de manera apropiada,
originandose genes mutados o células con genoma aberrante que, luego de sucesivas
reproducciones a mayor escala, pueden afectar el control del ciclo celular y la expresién de
proteinas implicadas en el crecimiento, proliferacion y division y, en ultima instancia,
podrian resultar en cancer [4,12,13].

En el ser humano coexisten cientos de diferentes tipos celulares especializados, cuyas
funciones dependen de los genes que se encuentren activos para el correcto desarrollo de sus
funciones [4] vy, en cualquiera de estas células puede ocurrir una mutacion, generarse un
tumor y, posteriormente, un cancer. Esta es una patologia genética, pero en la mayoria de los
casos no es hereditaria, es decir, que a pesar de que se afectan los genes, normalmente son



las células somaticas las que sufren alteraciones en su expresion génica, sin embrago, también
se han detectado mutaciones en celulas de la linea germinal lo que predispone al individuo
que las padece a ser susceptible a desarrollar cancer [4,13]. Las mutaciones pueden ser
causadas por factores externos, como organismos infecciosos, exposicion a sustancias
ambientales (quimicas y radiaciones) y una variedad de habitos no saludables (tabaquismo,
alimentacion desbalanceada y sedentarismo) y, factores internos, como errores en la
replicacion, transcripcién o reparacion del DNA, cambios hormonales y afecciones del
sistema inmunitario. Estas variables pueden intervenir juntas o independientes y ocasionan
cambios en la secuencia de genes de células somaticas promoviendo crecimiento rapido y
descontrolado, pérdida de la expresidn de genes supresores de tumores o de la regulacion de
oncogenes, generacion de nuevas células que expresen las mutaciones, capacidad de competir
por los nutrientes con células normales, lo que detiene el crecimiento de estas dltimas,
favoreciendo la invasion del tejido, incluso la invasién hacia otros drganos y sitios
circundantes [7,13] y, en muchos casos pasan mas de diez afios para que lo detecten y en
ocasiones no se logran detectar a tiempo [4,14].

Nuestro organismo a fin de contrarrestar los efectos de las mutaciones del DNA posee un
sistema denominado DNA damage response, el cual repara las lesiones a las que se encuentra
expuesto el material genético celular ocasionadas por factores mencionados anteriormente.
Este sistema no solo detecta el dafio, sino que también emite sefiales y media la reparacion,
proceso crucial para el desarrollo de maltiples funciones bioldgicas tales como el desarrollo
de la respuesta inmune, la recombinacion meidtica y prevencion de una variedad de
enfermedades, incluyendo el cancer [15]. Defectos hereditarios o adquiridos en el sistema de
reparacion del DNA son desfavorables para el desarrollo de un organismo, predisponiendolo
al desencadenamiento de multiples anormalidades en la meiosis (esterilidad), deficiencias
inmunitarias, neurodegeneracion, envejecimiento prematuro y desarrollo de ciertos tipos de
cancer. Dentro de mecanismos moleculares responsables de la reparacion del DNA
encontramos al DNA mismatch repair (MMR), el cual es altamente conservado tanto en
procariotas como en eucariotas y fundamentalmente corrige errores de insercion/delecion de
bases que se generan en los procesos de replicacion y recombinacion del DNA, y dafios en
las proteinas que participan en esta via predisponen a la aparicion de algunos canceres
hereditarios y resistencia a ciertos agentes quimioterapicos. Otras vias moleculares que
participan en la correccion de errores causados por el dafio al DNA son la unidn de extremos
no homologos, recombinacion homdloga y la reparacion por escision de nucleétidos, en
donde participan una variedad de proteinas como las quinasas ATM y ATR, y las DNA-PKcs
(DNA-dependent protein kinase) claves para deteccion de dafios, los Chromatin remodelers
que permiten el acceso de la maquinaria de reparacion al material genético para su reparacion
y las proteinas reparadoras RPA, Rad51, p53, la superfamilia de las RAS GTPase [15,16].

Independientemente el agente causante de la mutacién, un cancer es el resultado de dos
procesos sucesivos: el aumento de la proliferacion de un grupo de células gendmicamente
inestables (con mutaciones), lo que se denomina formacion del tumor o neoplasia, y luego
de la acumulacion de los cambios en la expresion genética de las células anormales, se da el
segundo proceso conocido como metastasis que se refiere a la capacidad invasiva de las



celulas, permitiéndoles escapar de su sitio de origen, colonizar y proliferar en otros tejidos u
organos [4]. Dentro de las ventajas selectivas que tienen las células mutantes con respecto a
otras células estéan [4,13]:

-La resistencia a la muerte celular programada (apoptosis): Cuando no es posible reparar el
dafio en el DNA, dentro de la célula se inicia el proceso de muerte celular, una de las méas
conocidas es la apoptosis la cual se activa en repuesta a estimulos intrinsecos y extrinsecos,
especialmente cuando se detecta una alteracién genética. Las células de un cancer por lo
general poseen una proteccion contra la apoptosis lo que las distingue de las células normales.
La via de supervivencia celular que utilizan cominmente las células cancerigenas para evadir
la apoptosis es la activacion de las quinasas PI3K-PKB/AKT [13].

-Activacion sostenida de vias de proliferacion celular (en ausencia de sefiales extracelulares)
y evasion o0 neutralizacion de sefiales supresoras del crecimiento celular: El desarrollo de
estas capacidades esta respaldado por la alteracion de dos categorias de genes implicados en
la transformacion y proliferacion de las células cancerigenas. Los genes supresores de
tumores dan origen a la expresion de proteinas que restringe el crecimiento celular y, su
importancia fue evidente ya que una caracteristica comun que presentan células de distintos
tipos de cancer es que las regiones especificas de cromosomas en donde se encuentran
normalmente estos genes no existian, lo que ayudo a la correlacion de que los genes
interfieren y evitan el desarrollo de un tumor; dentro de los mas importantes se encuentran el
TP53, APC, BRCA1, PTEN, entre otros. La otra categoria, conocida como oncogenes, son
aquellos que codifican para proteinas que originan una pérdida de mecanismos que controlan
el crecimiento celular y la conversion de una célula a un estado maligno, dentro de este grupo
se destacan los oncogenes MYC, EGFR, KRAS, BRAF, PI3K/AKT, etc.[4,13,15].

-Metéstasis: las células de céancer cuando se han reproducido multiples veces y han
acumulado tantas mutaciones, con el paso del tiempo puede adquirir la capacidad de
diseminarse desde el tumor primario e invadir sitios distantes en donde pueden originar
tumores secundarios. Uno de los genes involucrados en este proceso es el gen protector del
genoma TP53 [13].



3. Tratamiento actual contra el cancer

Dentro de los tratamientos disponibles para contrarrestar el cAncer existen alternativas como
la reseccidn quirdrgica, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia, las cuales actian de
manera local (remocion parcial o total de la lesion o éarea afectada y uso de rayos de alta
energia) y pueden usarse solas o combinadas con las que actGan de manera sistémica
(medicamentos, células, etc. administrados directamente en el torrente sanguineo — Tabla
1.). El uso, aplicacion y eficacia de estas terapias dependen de varios factores, dentro de los
mas importantes estan el tipo y estadio del cancer, el diagnostico temprano basado en la
deteccion de marcadores genéticos y epigenéticos y la historia clinica y familiar del paciente
[6,7,17,18].

Tabla 1. Tratamientos sistémicos utilizados para el cancer disponibles en Colombia [18,19]

Grupo Farmacoldgico — Mecanismo de accion Farmacos
Ciclofosmamida, Ifosfamida, Clorambucilo, Busulfan, Melfalan, Carmustina,

Agentes alquilantes Dacarbazina, Temozolamida, Trabectedina, Cisplatino, Carboplatino,

(unién covalente con el DNA)

Oxaliplatino,
Antibiéticos antitumorales (inhibidores de la Bleomicina, Antraciclinas (Doxorrubicina, Daunorrubicina, Epirubucina,
topoisomerasas) Idarrubicina), Dactinomicina, Mitomicina, Etopésido, Irinotecan, Topotecan
Antimetabolitos Azacitidina, Citarabina, Cladribina, Decitabidina, Fludarabina, Fluorouracilo,
(Interactdan indirectamente con el DNA) Gemcitabina, Capecitabina, Pemetrexed, Hidroxitrea, Metotrexato,
Inhibidores del huso mitético Cz_;lbazita>_<el, Docetaxel, Paclitaxel, Ixabepilona, Vinblastina, Vincristina,
Vinorelbina,
Agentes hormonales y diferenciadores Tamoxifeno, Letrozol, Anastrozol, Exemestano, Fulvestrant, Abiraterona
Axitinib, Dasatinib, Erlotinib. Genfitinib, Imatinib, Lapatinib, Nilotinib,
Inhibidores de las tirosinaquinasas Panzopanib, Sorafenib, Sunitinib, Everolimus, Temsirolimus, Ruxolitinib,

Vemurafenib
Interferén-a, Interlequina-2, Anticuerpos monoclonales  (Alentuzumab,

Modificadores de la respuesta inmunolégica Bevacizumab, Pertuzumab, Trastuzumab, Cetuzimab, Rituximab, Ibritumumab,
Ipilimumab, Panitumumab)

Inhibidores del proteosoma Bortezomib

Inhibidores de la via Hedgehog Vismodegib

Estos tratamientos si bien disminuyen los signos y sintomas de la enfermedad, la reaccion de
los pacientes hacia ellas sigue siendo desconocida y poco predecible, ya que, en muchos
casos, el paciente luego de recibirlas algunos recuperan su estado de salud, mientras que otros
no y unos recaen, por tanto, el entendimiento de la respuesta individualizada sigue siendo un
misterio. El tratamiento del cancer es considerado un tema critico y vital, por lo que
normalmente el paciente se somete a una combinacion de varias alternativas de tratamiento,
como la reseccidon tumoral completa seguida de sesiones de quimioterapia o radioterapia a
fin de obtenerse los mejores resultados [6,7,17,18]. Los regimenes mas comunes se agrupan
en la Tabla 2.

Adicional a la respuesta individualizada, el tratamiento para el cancer genera una serie de
reacciones en el organismo que compromete la adherencia del paciente al tratamiento, tales
como, inhibicién del crecimiento y propagacion no solo de células cancerosas sino también
el de células normales, lo que origina un deterioro en la calidad de vida del paciente al
provocar efectos secundarios no deseados, desarrollo de mecanismos moleculares en las
células tumorales que le permiten resistir al tratamiento. Por tanto, es importante seguir



investigado en este campo a fin de encontrar opciones con mayor eficacia y menor toxicidad
que enriquezcan a la terapia disponible y de esta manera evitar recidivas, reacciones adversas
y mejorar la calidad de vida de los pacientes con cancer [17,20].

Tabla 2. Régimen terapéutico contra varios tipos de cancer utilizados en Colombia [19]

Medicamentos
FAC: 5-fluoruracilo,
Ciclofosfamida
AC: Doxorrubicina, Ciclofosfamida
CMF: Ciclofosfamida, Metotrexato, 5-
fluoruracilo

Doxorrubicina,

Mayo: 5-fluoruracilo, Folinato (leucovorina)

CHOP:  Ciclofosfamida,
Vincristina, Prednisona
ABVD: Doxorrubicina,
Vinblastina, Dacarbazina

Doxorrubicina,

Bleomicina,

EP: Etoposido, Cisplatino
Carboplatino, Paclitaxel

Cisplatino, Gemcitabina

Cisplatino, Docetaxel

Cisplatino, 5-fluoruracilo

Cisplatino con radioterapia

Folfox-4 o 6: Oxaliplatino, 5-fluoruracilo,
Folinato (leucovorina)

IFL: Irinotecan, 5-fluoruracilo,
(leucovorina)

Folinato

Indicacion

Carcinoma de mama

Carcinoma de colon
y recto

Linfoma no Hodgkin

Linfoma Hodgkin

Carcinoma testicular
y de pulmén
Carcinoma de ovario
y de pulmén
Carcinoma de
pulmén y vejiga

Carcinoma de
pulmén

Carcinomas
aerodigestivos
Carcinoma
cervicouterino
Carcinoma de colon
y recto

Carcinoma de colon
y recto

Efectos tdxicos asociados a la terapia

Alopecia, nauseas, mielosupresion, mucositis,

cardiotoxicidad, neoplasias secundarias

Mucositis, diarrea, mielosupresion

Alopecia, nduseas, mielosupresion, mucositis, neuropatia
periférica, cardiotoxicidad, neoplasias secundarias
Alopecia, nduseas, mielosupresion, mucositis,
mialgias, neuropatia periférica, cardiotoxicidad
Nauseas, nefrotoxicidad, ototoxicidad, hipopotasemia,
hipomagnesemia, mielosupresion
Nauseas, alopecia, mialgias,
periférica, mielosupresion
Nauseas, nefrotoxicidad, ototoxicidad, hipopotasemia,
hipomagnesemia, fatiga, mielosupresion

Nauseas, alopecia, mielosupresion, nefrotoxicidad,
ototoxicidad, hipopotasemia, hipomagnesemia, neuropatia
periférica, edema

Nauseas, mucositis, diarrea, nefrotoxicidad, ototoxicidad,
hipopotasemia, hipomagnesemia, mielosupresion
Nauseas, nefrotoxicidad, ototoxicidad, hipopotasemia,
hipomagnesemia, mielosupresion

Mucositis, diarrea, mielosupresion, neuropatia periférica,
dolor en brazo

fiebre,

artralgias, neuropatia

Diarrea, mucositis, mielosupresion



4. Terapia del cancer basada en el uso plantas medicinales como fuente de moléculas
bioactivas

Desde tiempos milenarios, las plantas proporcionan al hombre no solo alimento, sino que
también representan una fuente de sustancias que mitigan y curan los diferentes signos y
sintomas que se presentan cuando se tiene una enfermedad. Su modo de empleo va desde el
uso de preparaciones obtenidas de sus diferentes érganos hasta el consumo de compuestos y
principios activos aislados a través de diferentes procesos. El potencial terapéutico de las
plantas se empieza a explorar normalmente en zonas rurales en donde la asequibilidad al
medicamento es limitada, hecho que contrasta con la abundancia de especies vegetales que
crecen en esas areas. De hecho, en Colombia existe un conglomerado de especies vegetales,
cuyo uso popular ha sido reconocido por el INVIMA a través de la resolucion 2834 de 2008,
por la cual se adopta el Vademécum de Plantas Medicinales Colombiano y se establecen los
lineamientos para su actualizacion, ademas, se reconoce como referencia obligatoria para
expedir el registro sanitario de los productos fitoterapéuticos tradicionales en el pais [21,22].
Esta practica comun mundialmente reconocida, es util para tratar todo tipo de enfermedades,
incluyendo el cancer. De hecho, casi el 70% de los farmacos que se utilizan hoy en dia para
tratar el cancer, tiene un origen basado en algin producto natural (planta o animal), ya sea
por aislamiento directo del metabolito activo o por modificaciones estructurales de alguno
de sus compuestos usando la sintesis organica. Como evidencia de ello, podemos mencionar
algunos ejemplos como los alcaloides vinblastina y vincristina que se aislaron de vinca
(Catharanthus roseus G. Don.) que se usan en combinacion con otros quimioterapicos, al
igual que el paclitaxel, aislado de la corteza de Taxus brevifolia Nutt [20,23-26]. Como se
indico anteriormente, hay farmacos que se han obtenido como producto de modificaciones
en la estructura quimica de metabolitos aislados de plantas, tal es el caso del etoposido y
tenipdsido, dos derivados semi-sintéticos de la epipodophylotoxina obtenida de la planta
Podophyllum peltatum L., el irinotecan, derivado semi-sintético de la camptotecina que es
un compuesto aislado de la planta Camptotheca acuminate Decne y fue utilizado como
agente anticancerigeno hasta que se descubrié su elevada toxicidad a nivel vesical [20,23—
27].

Esta evidencia sustenta el éxito de utilizacion de especies vegetales como producto de partida
para desarrollar nuevos farmacos, por tanto, la ciencia debe seguir enfocando sus estudios en
el aislamiento, purificacion e identificacion de metabolitos o grupos de metabolitos que sean
potencialmente Utiles para tratar el cancer.



CAPITULO 2. PLANTAS MEDICINALES COLOMBIANAS COMO FUENTE DE
METABOLITOS BIOACTIVOS PARA TRATAR EL CANCER

Las plantas medicinales representan un importante recurso natural cuyo potencial biol6gico
ha sido poco estudiado por la comunidad cientifica. En este capitulo de la tesis exploramos
la flora Caribe Colombiana a través de la evaluacion de la actividad anti-proliferativa de
extractos etanodlicos obtenidos de especies vegetales de la region, contra lineas de cancer
humano. Se evaluaron 31 extractos etandlicos obtenidos de 28 plantas de la region frente a
seis (6) lineas de cancer humano: A549 (Pulmén, ATCC® CCL-185™) H292 (Pulmdn,
ATCC® CRL-1848™) HT-29 (Colorrectal, ATCC® HTB-38™), PC-3 (Prostata, ATCC®
CRL-1435™), MDA-MB-231 (Mama, ATCC® HTB-26™) y HeLa (Cervical, ATCC®
CCL-2™), Adicionalmente, los extractos fueron evaluados en dos lineas de fibroblastos en
representacion de las células normales, 3T3-L1 (ATCC® CL-173™) y MRC-5 (ATCC®
CCL-171™)_ Todas las lineas celulares fueron mantenidas en medio de cultivo apropiado
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS por sus siglas en inglés) y mantenidas a
37°C y 5% de CO..

La actividad de los extractos sobre la proliferacion celular fue determinada utilizando el
ensayo colorimétrico de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), el cual estd basado en la transformacién metabdlica del MTT a
cristales de formazan por células viables y la cuantificacion del producto midiendo la
ODssonm. Para cada extracto se calcul6 el porcentaje de supervivencia relativo con respecto a
un grupo de células control no tratadas y, posteriormente, mediante un andlisis de regresion
no lineal de las curvas concentracion-respuesta; se determiné la concentracion inhibitoria 50
(Clso / 1Cs0:concentracion del extracto que causa inhibicion del crecimiento en el 50 % de la
poblacion celular) para aquellos extractos que mostraron actividad bioldgica promisoria
(Cls0<100ug/mL), en funcidn de los resultados se clasificaron de acuerdo a los criterios del
NCI como Activo: Clso<20 pg/mL, moderadamente activo: 20<Cls0<100 pg/mL e inactivo:
Cls0>100 pg/mL [28,29]. Se observaron diferentes grados de actividad sobre las lineas
celulares evaluadas por parte de los extractos en estudio, presentandose la linea de cancer de
mama MDA-MB-231 como la mas sensible al efecto de los extractos y HT-29 de cancer
colorrectal como la mas resistente. En funcion de los resultados obtenidos, se calcularon los
indices de selectividad, como la razon entre la Clso sobre los fibroblastos normales (3T3-L1
0 MRC-5) y la Clso sobre la linea celular de adenocarcinoma.

Con base a estos resultados se realizé un fraccionamiento crotamografico biodirigido del
extracto mas activo y selectivo (B. simaruba) y la actividad anti-proliferativa de las
fracciones obtenidas fue evaluada aplicando la misma metodologia y criterios de
clasificacidn utilizados para los extractos totales. Para corroborar el efecto anti-proliferativo
del extracto y las fracciones activas, se realizd un ensayo de clonogenicidad, método que
convencionalmente se correlaciona con el ensayo de MTT. Conjuntamente, se realizd a los
extractos y a las fracciones, un tamizaje fitoquimico preliminar que permitié observar grupos
de metabolitos secundarios presentes (alcaloides, cumarinas, taninos, glicésidos
cardiotonicos, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides y quinonas). Teniendo en



cuenta el comportamiento epidemioldgico del cancer y, observando que el cAncer de pulmon
es el que causa un namero mayor de muertes a nivel mundial, se profundizé en el estudio del
efecto anti-proliferativo de algunos extractos sobre las lineas de cancer de pulmon, evaluando
la actividad sobre las lineas celulares A549 y H292.

Los resultados obtenidos en esta primera etapa de la tesis, generaron dos (2) articulos
cientificos y fueron divulgados en eventos académicos de caracter nacional e internacional.

Adicionalmente, estos resultados permitieron identificar una fraccion enriquecida en ésteres
de sacarosa obtenida de los calices de Physalis angulata, cuyo estudio especifico profundo
gener6 un proyecto de investigacion financiado por Colciencias hoy MinCiencias, los
resultados se presentan en el capitulo 3 de este documento.
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Resumen:

El cancer es un grave problema mundial de salud publica que fue responsable de 9°958.133
millones de muertes en 2020. Si bien se dispone de un manejo farmacologico, sus efectos
secundarios y elevado costo, impactan negativamente en la calidad de vida de las pacientes.
Colombia es un pais con biodiversidad y su flora se ha utilizado para aliviar enfermedades,
incluido el cancer. En este estudio, exploramos el efecto inhibidor de 31 extractos etandlicos
totales de plantas de la medicina tradicional del Caribe Colombiano, contra células de varios
tipos de cancer, empleando el ensayo de MTT. El fraccionamiento liquido-liquido del
extracto mas activo y selectivo (B. simaruba: Clso = 4.97 pg/mL; IS = 32.51), llevo a la
obtencién de cuatro fracciones mayores identificadas como Bs-FO01 a Bs-F004, las cuales
fueron evaluadas mediante ensayo de MTT y de clonogenicidad sobre la linea de
adenocarcinoma que mostrd6 mayor sensibilidad (MDA-MB-231). Los resultados de esta
evaluacion mostraron que la actividad bioldgica se mantiene principalmente en la fraccion
de diclorometano (Bs-F002), que presentd un contenido elevado de triterpenos y esteroides.
En conclusion, este estudio reveld extractos de plantas medicinales de la Costa Caribe
Colombiana que podrian representar una valiosa fuente de metabolitos activos para tratar el
cancer; con especial énfasis en el extracto y las fracciones de B. simaruba, que exhiben una
destacada actividad anti-proliferativa y posee compuestos reconocidos por su actividad
anticancerigena, como los terpenoides y esteroles.

Introduccién:

El cancer agrupa a una familia de enfermedades caracterizadas por el crecimiento y
diseminacién anormal de células con defectos en los procesos regulatorios que controlan la
proliferacién, homeostasis y muerte celular programada [4,29]. Actualmente, esta patologia
ocup6 el primer y segundo lugar como causa de muerte principal en 112 paises
posicionandolo como un grave problema de salud publica que en el afio 2020 llegd a cobrar
la vida de 9°958.133 millones de personas en el mundo, siendo el pulmonar el mas mortal
(1°796.144 —equivalente al 18% del total de muertes por la patologia), seqguido del colorrectal
(915.880 — 9.2%), hepético (830.180 — 8.3%), estomacal (768.793 — 7.7%) y el de mama
(684.996 — 6.9%) [5]. A pesar que existen tratamientos disponibles como la extraccion



quirdrgica total o parcial del tejido afectado, irradiacion de zonas tumorales, aplicacion de
antineoplasicos e inmunoterapias, estos no siempre son efectivos y ocasionan en el paciente
efectos adversos no deseados que afectan la calidad de vida del paciente comprometiendo la
adherencia a los tratamientos. Adicionalmente, la resistencia que han desarrollado ciertas
células cancerigenas hacia muchos de los tratamientos ha obligado al personal de la salud a
utilizar dosis superiores a las convencionales para destruir las células anormales, aumentando
aun mas la incidencia de efectos adversos asociados a la toxicidad de estos farmacos
[14,17,18]. En este contexto se hace evidente la importancia de generar investigaciones
relacionadas con el descubrimiento de nuevas fuentes proveedoras de nuevas moléculas que
enriquezcan al conglomerado de alternativas terapéuticas disponibles y, en este punto, el
conocimiento etnofarmacolégico de plantas medicinales es fundamental, ya que estas, a lo
largo de la historia, han sido generadoras de farmacos que actualmente hacen parte de la
terapia contra el cancer, tales como los alcaloides vinblastina y vincristina (C. roseus — antes
V. rosea), derivados semi-sintéticos etopésido y tenipdsido (P. peltatum), topotecan e
irinotecan (C. acuminate), paclitaxel y sus derivados (T. brevifolia), entre otros [23,25,26].
Colombia es un pais dotado de una gran cantidad de recursos naturales que podrian usarse
para descubrir nuevas moléculas potencialmente Gtiles para atacar las células cancerosas sin
las dificultades asociadas con la terapia actual. En este estudio se evalud el efecto anti-
proliferativo de 31 extractos obtenidos de diferentes érganos de 29 plantas medicinales de la
Costa Caribe colombiana, frente a un panel de lineas celulares de adenocarcinoma y dos
lineas fibroblastos normales (3T3-L1 o MRC-5) utilizando el método de MTT y ensayo de
clonogenicidad.

Materiales y métodos:

Recoleccion del material vegetal, Obtencion de extractos y Fraccionamiento biodirigido: el
material vegetal consistente en hojas, semillas, frutos o flores de las 29 especies con reporte
previo de uso en la medicina popular colombiana [30,31] fueron recolectados en diferentes
en diferentes municipios de la jurisdiccion de CARDIQUE, de acuerdo al permiso
recoleccidn de especies vegetales emitido por la Corporacion Auténoma Regional del Canal
del Dique segun Resolucion 0751 (27 JUN 2014). Una muestra testigo (voucher) de cada
planta se envio al Herbario Nacional de Colombia (COL - Bogota, Colombia) o al Jardin
Botanico “Guillermo Pifieres” (JBC - Turbaco, Colombia) para su identificacion taxondmica.
Posteriormente, el material vegetal recolectado (entre 2-10 Kg, aproximadamente), se seco a
temperatura ambiente (25-30°C), se redujo a polvo a través de un proceso de molienda vy, se
someti6 a maceracion con etanol 96% grado USP (ETALMAG, Colombia) hasta
agotamiento. El extracto obtenido fue filtrado (Whatman, GE Healthcare, China) y
concentrado a presion reducida y temperatura constante hasta sequedad utilizando un
rotaevaporador (Heidolph, Alemania). Los extractos concentrados se pesaron y se calcul6 el
rendimiento del proceso como la relacion entre la cantidad de material vegetal seco y la
cantidad de extracto obtenido (Tabla 1). El extracto que mostré mayor actividad biolégica y
mayor valor de indice de selectividad fue escogido para su fraccionamiento mediante
particion liquido-liquido con solventes de distintas polaridades (hexano, diclorometano y
metanol) (Fisher Scientific, USA).



Tamizaje preliminar fitoquimico: con el propoésito de identificar los grupos de metabolitos
secundarios que podrian conferir la actividad bioldgica a los extractos y fracciones, se
realizaron pruebas cualitativas que indicaron presencia o ausencia de alcaloides, cumarinas,
taninos, glicosidos cardiotonicos, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroides y quinonas;

siguiendo protocolos estandares previamente reportados por [32].

Tabla 1. Plantas medicinales de la Costa Caribe Colombiana incluidas en el estudio.

No.

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
22
24
25
26
27

28
29

Nombre cientifico

Momordica charantia L.
Piper peltatum L.

Ruellia tuberosa L.
Sarcostemma clausum (Jacq.)
Schult.

Sterculia apetala (Jacq.) H.
Karst.
Tabebuia
Standl.
Tabernaemontana cymosa Jacg.

ochracea (Cham.)

Thevetia peruviana (Pers.) Merr.

Trichilia hirta L.
Croton malambo H. Karst.

Capparis odoratissima Jacq.
Hyptis capitata Jacq.
Murraya exotica L.
Diospyros inconstans Jacq.
Cecropia peltata L.

Bursera graveolens (Kunth)
Bursera simaruba (L.) Sarg.
Caesalpinia  coriaria  (Jacq.)
Willd.

Chenopodium ambrosioides L.

Crotalaria retusa L
Eryngium foetidum L
Gustavia ~ superba
O.Berg.

Hippomane mancinella L.

(Kunth)

Hura crepitans L.
Inga vera Willd.
Mammea americana L.

Ambrosia cumanensis Kunth
Anacardium occidentale L.

Pedilanthus tithymaloides (L.)
Poit.

Familia

Cucurbitaceae
Piperaceae

Acanthaceae
Apocynaceae

Malvaceae
Bignoniaceae
Apocynanceae
Apocynaceae

Meliaceae
Euphorbiaceae

Capparaceae
Lamiaceae
Rutaceae
Ebenaceae
Urticaceae
Burseraceae
Burseraceae
Fabaceae Lindl.
Amaranthaceae
Fabaceae
Apiaceae

Lecythidaceae

Euphorbiaceae
Juss.

Euphorbiaceae
Fabaceae
Calophyllaceae
J. Agardh
Asteraceae

Bercht. & J.

Presl
Anacardiaceae
Euphorbiaceae

Nombre
comun

Balsamina
Santa Maria

Campana
Bejuco de
Sapo
Camajuro

Polvillo

Bola de
Puerco
Cavalonga

Jobo Macho
Malambo

Olivo
Boton Negro

Azahar de la
India
Caimitillo

Guarumo/Yar
umo

Carafa
Almacigo
Divi-divi

Paico/Hierba
Santa
Cascabel
Culantro
Membrillo

Manzanillo
Ceiba Blanca
Guama
Mamey
Artemisa

Marafién
Pitamorreal

Uso tradicional

Antiparasitario
Trastornos de la
piel
Anti-inflamatorio
Trastornos
gastrointestinales
Trastornos
respiratorios
Anti-inflamatorio

Anti-diarreico

Anti-diarreico,
Antimicrobiano
Insecticida
Reumatismo,
Anti-diarreico,
Trastornos de la
piel

Trastornos de la
piel

Dolor de muela

Trastornos de la
piel
Diurético

Reumatismo
Anti-inflamatorio
Antimicrobiano

Antiparasitario

Antimicrobiano
Anti-inflamatorio
Trastornos
respiratorios
Diurético

Antiviral
Laxante
Antimicrobiano

Antiparasitario

Diabetes
Anti-inflamatorio

Voucher No.

JBC 793
JBC 1438

JBC 3932
JBC 2502

COL 538417

JBC 5153

JBC 3243

JBC 66

JBC 4330
JBC 1438

JBC 1492
JBC 1389
COL 538418
JBC 1438
JBC 1383
JBC 5115
JBC 4458
COL 538422
JBC 4005
JBC12007
COL 538419
JBC 1382
JBC 2478
JBC 788
JBC 17149
JBC 467
COL 538448

JBC 4431
JBC1018

Uso tradicional tomado de [30] y los rendimientos de los extractos listados del 1 al 15 fueron tomados de [33]
Fotografias de todas las especies vegetales estudiadas se encuentran disponibles en TRAMIL web site: http://www.tramil.net/es.[31]

Organo

Hojas
Hojas

Hojas
Hojas

Semillas
Corteza
Semillas
Flores

Semillas
Corteza

Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Corteza
Corteza
Fruto
Hojas
Semillas
Hojas
Hojas
Hojas
Frutos
Semillas
Corteza
Semillas
Semillas
Hojas

Semillas
Hojas

Rendimiento
(p/p%0)

9.83
4.20

6.0
731

7.80
6.80
9.61
7.39

7.86
7.08

7.61
10.43
9.83
10.17
7.80
7.93
6.50
8.20
9.38
8.70
8.79
6.80
6.70
5.40
8.70
7.20
8.10
11.34
5.80

7.50
8.06



Preparacion de muestras para evaluacion bioldgica: muestras de los extractos secos fueron
pesadas y disueltas en etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y dimetilsulféxido (DMSO,
Fisher Scientific, USA) a fin de obtener soluciones stock que fueron disueltas en el medio de
cultivo para las pruebas bioldgicas a la concentracion establecida (100 pg/mL) segun los
estandares del National Cancer Institute (NCI) [28,29,34]. Estas se almacenaron en pequefias
alicuotas (40 pL) a -20°C. En todas las pruebas, el porcentaje de solvente no super6 el 1%
Viv.

Mantenimiento de los cultivos celulares: se realizaron los experimentos utilizando lineas
celulares obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, USA). Se
adquirieron cuatro (4) lineas de cancer humano: HT-29 (Colorrectal, HTB-38™), PC-3
(Prostata, CRL-1435™) MDA-MB-231 (Mama, HTB-26™), HeLa (Cervical, CCL-2™) y
dos (2) lineas de fibroblastos en representacion de las células normales, 3T3-L1 (CL-173™)
y MRC-5 (CCL-171™). Todas las lineas celulares fueron cultivadas en frascos de
poliestireno tratado de 25 cm? que contenia medio de cultivo apropiado para cada linea
(segun las recomendaciones de la ATCC), suplementado con 10% de FBS y, mantenidos en
incubadora humidificada a 37°C y 5% de CO> (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

Ensayo de MTT: para evaluacion de la actividad anti-proliferativa se utilizd el método de
reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) descrito
previamente por [35]. Las celulas fueron cultivadas en placas estériles de 96 pozos colocando
entre 5.000 — 15.000 células/mL en cada pozo dependiendo el tipo y tamafio celular y se
incubaron por 24 horas, para luego ser tratadas con soluciones de los extractos (0-100 pg/mL)
por un periodo de 48 horas. Posteriormente, el medio se removié y se reemplazd por una
solucion de 0.25 mg/mL de MTT (Calbiochem, La Jolla, USA) que se dejo incubando por 4
horas. Trascurrido este tiempo, los cristales de formazan que se formaron se disolvieron en
DMSO y se midié ODsso nm de cada pozo usando un lector de microplacas (Multiskan EX,
Thermo Scientific, Rockford, USA). La inhibicion del crecimiento celular se expresé como
porcentaje de células viables en las muestras tratadas en comparacion con las células tratadas
con vehiculo. Los valores de concentracion inhibitoria 50 (Clsg, concentracion del extracto
que causa inhibicién del crecimiento en el 50% de la poblacion celular) se calcularon para
los extractos que mostraron una actividad bioldgica promisoria (Clso<100 pg/mL) y se
clasificaron segun los criterios del NCI segun lo reportado por [29].

Calculo de indice de selectividad (IS): El IS se calculé para los extractos que mostraron
inhibir el crecimiento celular. Para ello, se evalud el efecto de los extractos sobre el
crecimiento de los fibroblastos 3T3-L1 y MRC-5 como representacion de células normales
empleando el método del MTT y posterior célculo de la Clso tal como se describié
previamente. El IS se calculé como la relacion de la Clsoara-L1 0 Clso mre-5 Sobre la Clsocelula
de cancer [36]-

Ensayo de clonogenicidad: los experimentos se realizaron siguiendo los protocolos descritos
por [37] y [38]. Células MDA-MB-231 (mas sensible) se cultivaron en placas de 6 pozos
(500 células/pozo) y se incubaron a 37°C y 5% CO permitiendo su adhesién por un periodo
de 4 horas. Luego, se trataron con vehiculo (DMSO), doxorrubicina (0.2 pg/mL) el extracto
mas activo y selectivo (Clsp B. simaruba) y sus fracciones activas (Bs-F001 — Bs FO03) y se
incubaron las placas nuevamente por un periodo de 48 horas. Posteriormente, el medio fue
removido, reemplazado por medio de cultivo suplementado y se dejaron formar las colonias



por un periodo de 12 dias. Finalmente, las colonias fueros fijadas con &cido acético/metanol
1:7 (viv), teiiidas con cristal violeta 0.5% (Merck, Darmstadt, Germany) y contadas
empleando un estereomicroscopio Leica EZ4 HD (Leica Microsystems, Singapore). Se
consider6 como una colonia un grupo conformado por minimo 50 células.

Analisis estadistico de los datos: los resultados se expresaron como la media + el error
estandar (EEM) de al menos dos experimentos independientes. Los valores de Clso fueron
calculados usando regresién no lineal y expresados como la media y el intervalo de confianza
(IC). P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados y discusion:

Desde 1959 ha ido creciendo el interés en el estudio de las plantas como fuente de compuestos
anticancerigenos, lo que ha dado como resultado la obtencion de una variedad de moléculas
que hacen parte del arsenal terapéutico disponible para tratar el cancer. Hoy en dia, esta
practica se mantiene y ha ganado popularidad ya que un alto porcentaje de la poblacion
mundial usa plantas para prevenir el cancer, evitar recaidas o metastasis, reforzar el sistema
inmunolégico y reducir los efectos secundarios resultantes de la quimioterapia y la
radioterapia [14,39]. En consecuencia, la investigacion en este campo es necesaria no solo
para identificar plantas con potencial como tratamiento contra el cancer, sino también para
prevenir el empleo de plantas que carecen de bioactividad. En Colombia se utiliza
tradicionalmente una gran cantidad de plantas para tratar diferentes enfermedades, pero sus
propiedades farmacoldgicas estan inexploradas. En este trabajo se evaluaron extractos
etanolicos obtenidos de plantas medicinales empleadas por la poblacion de la Costa Caribe
Colombiana para tratar diferentes desordenes de salud. De las 29 especies recolectadas se
obtuvieron 31 extractos totales con rendimientos superiores al 4% (Tabla 1). Los resultados
del tamizaje fitoquimico preliminar se muestran en la Tabla 2, en donde se evidencia el
contenido diverso de metabolitos secundarios en cada una de las especies, incluso entre
organos de la misma planta, como es el caso de la especie H. mancinella de la cual se
estudiaron tres drganos (hojas, frutos y semillas) pero solo el extracto de hojas mostré
actividad, demostrando que diferencias en el tipo y proporcion de metabolitos afectan
significativamente la actividad biologica.

En los bioensayos, todas las lineas celulares fueron sensibles al tratamiento con los extractos
de T. hirta, B. simaruba, M. americana, T. peruviana, T. cymosa, A. cumanenesis y A.
occidentale , siendo los cuatro primeros los que mostraron una mayor actividad bioldgica,
clasificandose como activos (Clso<20 pg/mL) segun los criterios del NCI [28] (Tabla 3). La
linea celular que mostré una mayor sensibilidad al efecto de los extractos fue MDA-MB-231
(Tabla 3). Esta linea celular es ampliamente empleada en investigacion contra el cancer de
mama por ser un modelo de células malignas que no expresan receptores de estrogenos,
progesterona y del factor de crecimiento epidérmico humano (tipo triple negativo),
simulando uno de los tipos de cancer méas agresivo y con pobre supervivencia debido a la
falta de terapias eficaces [40,41]. Nuestros resultados indican que los extractos anteriormente
mencionados constituyen una interesante fuente de moléculas bioactivas que conviene
estudiar para obtener nuevas terapias farmacoldgicas contra el cAncer de mama.
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Tabla 2. Tamizaje fitoquimico preliminar de las especies vegetales estudiadas

Extracto Alc Cum Tan GC Fla Sap Trilest
D M w B Fe GS K R KK Sh Ci Es VS LB SW
M. charantia ++ ++ + - - - + + - - - - - + +
P. peltatum + + - - ++ +++ + + + +++ ++ + + ++ +
R. tuberosa - - - - + + - - - + + ++ ++ T+t T+
S. clausum - - - - - - ++ + + ++ +
S. apetala ++ ++ + +++ + + - - R + +
T. ochracea - - - - ++ + - - R + ++ R R
T. cymosa ++ ++ + - - - ++ ++ + +++ ++ +++ ++ +++ ++
T. peruviana - - - - - - ++ + - ++ +
T. hirta ++ + + + - - + - + +++ ++ ++ + ++ +
C. malambo + + + + + ++ ++ ++ ++
C. odoratissima + + ++ ++ - - - - - - - - _ T+ +
H. capitata - + + ++ ++ - - * + R - + * +
M. exotica +++ ++ - +++ - - - - - + + +++ +++ +++ ++
D. inconstans + + + + + ++ - - - - - 4+ 4+ 4+ 4+
C. peltata ++ ++ ++ - ++ ++ + - + ++ + ++ ++ +++ +++
B. graveolens - - - +++ - - ++ + - + + R
B. simaruba ++ + o+ - - - - - - + + . + I+ +
C. coriaria - - - - +++ ++ +++ |+t
C. ambrosioides - - - - - - - - - + +
C. retusa ++ + - - - - R R R + + T+ +
E. foetidum - - - - - - + + + + +
G. superba ++ + + - + +
H. mancinella-H ++ + ++ + +++ ++ +++ + ++ ++ - + +
H. mancinella-F - - - + * + * + +
H. mancinella-S ++ ++ + ++ + + + + + +++ |+t -
H. crepitans ++ ++ + +++ +++ ++ + + + ++ ++
I. vera - - - ++ - - - - - + +
M. americana - - - ++ + + - - - ++ + - - + +
A. cumanensis - - - - - - + + - - - + + ++ ++
A. occidentale - - - ++ ++ + - - - +H+ |+ o+ ++ T+ +
P. tithymaloides ++ + + - ++ +++ ++ + + +H+ |

Las observaciones se clasificaron como muy presente (+++), presente (++), ligeramente presente (+) y ausente (-). Convenciones:
Alcaloides (Alc), Cumarinas (Cum), Taninos (Tan), Glicésidos cardiotdnicos (Gc), Flavonoides (Fla), Saponinas (Sap),
Triterpenos/esteroides (Tri/est), Quinonas (Qui); pruebas realizadas para la identificacién de los metabolitos: D: Dragendorff, M:
Mayer, W: Wagner, B: Baljet, Fe: Cloruro férrico, GS, Gelatina sal, K: Kedde, R: Raymond-Marthoud, Sh: Shinoda, Ci: Citrobérico,
Es: Prueba de espuma, VS: Vainillina-acido sulfirico, LB: Liebermann-Buchard, SW: Salkowski y BO: Borntrager. *Prueba no
realizada

La Tabla 4. muestra los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad anti-
proliferativa y los correspondientes IS de los extractos frente a las lineas 3T3-L1 y MRC-5.
En este ensayo se evaluaron aquellos extractos que mostraron actividad biologica sobre
alguna de las 6 lineas de adenocarcinoma. Los IS se expresaron como la razon entre la Clso
sobre los fibroblastos normales (3T3-L1 0 MRC-5) y la Clso de la linea de cancer mas
sensible (MDA-MB-231). Los extractos que mostraron los mejores IS fueron B. simaruba,
T. peruviana y M. americana, ya que superaron el valor minimo de referencia sugerido por
otros autores para la seleccion de extractos con potencial actividad antitumoral en
valoraciones in vitro (1S>2) [42]. Este criterio es fundamental en la seleccion y estudio de
nuevas terapias ya que indica que podrian ser bien toleradas con probablemente menos
efectos secundarios en comparacion con los farmacos convencionales.
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Tabla 3. Clsg en pg/mL de los extractos activos en las diferentes lineas celulares evaluadas

No. Extracto HT-29 PC-3 MDA-MB-231 HelLa Clasificacion
NCI
Clso pg/mL
1 M. charantia >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
2 P. peltatum >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
3 R. tuberosa >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
4 S. clausum >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
5 S. apetala >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
6 T. ochracea >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
7 T. cymosa 63.10 55.72 38.37 54.70 Moderadamente
(70.47-55.59) = (65.16-47.42) = (46.24-31.41) (58.34-50.93) activo
8 T. peruviana 31.48 7.01 9.44 26.30 Activo
(35.98-27.35) (7.82-6.27) (11.30-7.83) (29.79-23.17)
9 T. hirta 19.50 10,84 7.71 5.85 Activo
(21.68-17.50) (12.00-9.89) (9.91-5.96) (6.78-5.13)
10 C. malambo >100.00 >100.00 63.68 87.70 Moderadamente
(70.31-56.75) (102.57-73.96) activo
11 C. odoratissima >100.00 >100.00 >100.00 59.16 Moderadamente
(65.61-52.48) activo
12 H. capitata >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
13 M. exotica >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
14 D. inconstans >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
15 C. peltata >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
16 B. graveolens >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
17 B. simaruba 23.77 49.77 4,97 5.97 Activo
(28.91-19.36)  (59.16-40.93) (6.00-4.07) (7.41-4.70)
18 C. coriaria >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
19 C. ambrosioides >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
20 C. retusa >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
21 E. foetidum >100.00 >100.00 46.13 >100.00 Moderadamente
(55.85-37.33) activo
22 G. superba >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
23 H. mancinella-H) >100.00 >100.00 55.98 86.70 Moderadamente
(76.21-40.09 (99.54-74.65) activo
24 H. mancinella-F >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
25 H. mancinella-S >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
26 H. crepitans >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
27 H. vera >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo
28 M. americana 16.29 30.69 9.62 6.89 Activo
(19.50-13.46) = (37.93-25-24) (11.35-8.15) (8.24-5.69)
29 A. cumanensis 37.07 53.21 15.07 37.07 Moderadamente
(44.57-30.20) = (59.98-46.67) (18.16-12.62 (47.64-32.66) activo
30 A. occidentale 57.54 38.90 46.56 55.85 Moderadamente
(65.92) (41.59-36.31) (60.53-34.20) (59.43-52.36) activo
31 P. tithymaloides >100.00 >100.00 >100.00 >100.00 Inactivo

Los resultados se expresaron como la media de Clso y el IC. Los criterios NCI indican tres rangos de actividad: Activo (Clso<20xg/mL),
Moderadamente activo (20u9/mL<Cls,<100xg/mL) e Inactivo (Clsp>100x9/mL) [28].



Tabla 4. Clso en pg/mL de los extractos activos sobre los fibroblastos y IS sobre MDA-MB-231

Linea celular 3T3-L1 IS MRC-5 IS
Extracto Clso pg/mL (95% CI) Cls0373-.1/Cl50 MDA-MB-231 Clso pg/mL (95% CI) Clso mrc-5/Clso Mpa-MB-231
T. cymosa 52.48 14 72.11 1.9
(63.39-43.25) (82.04-62.66
T. peruviana >200 >21.2 8.67 0.9
(11.51-6.67)
T. hirta 14.36 19 11.64 15
(17.06-12.08) (13.46-10.12)
C. malambo 95.94 15 74.30 1.2
(106.17-85.90) (85.51-64.42)
B. simaruba 161.44 (185.35-138.68) 325 95.06 (115.88-73.79) 19.1
E. foetidum >200 >4.3 190.99 (218.27-165.20) 41
H.mancinella-H  105.68 (136.46-88.31) 1.9 120.23 (149.28-95.28) 21
M. americana 101.63 (119.12-86.50 10.6 48.98 (68.55-35.81) 5.1
A. cumanensis 21.78 (23.55-20.18) 14 39.99 (44.06-36.14) 2.7
A. occidentale 70.96 (92.47-54.33) 15 64.57 (73.79-56.23) 1.2

*Prueba no realizada

De acuerdo a los valores de Clso sobre las lineas de adenocarcinoma y el IS, el extracto de B.
simaruba fue considerado como el mas activo y selectivo. Esta planta, es utilizada en la
medicina tradicional para tratar inflamaciones, psoriasis, eccemas, quemaduras solares,
erupciones cutaneas, llagas en la piel, infecciones internas, fiebres, resfriados y gripe
[30,43,44]. Curiosamente, esta especie y otras pertenecientes a este mismo género tienen
reportes de diversas actividades bioldgicas, incluyendo citotoxicidad, especificamente los
extractos de B. copallifera mostraron actividad anti-proliferativa contra las lineas celulares
de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) [44-47]. El fraccionamiento bioguiado
mediante particion liquido-liquido del extracto de B. simaruba condujo a la obtencion de
cuatro fracciones (Bs-FO01 — Bs F004), cuya actividad biologica fue evaluada sobre la linea
MDA-MB-231, 3T3-L1 y MRC-5 (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad biol6gica de las fracciones obtenidas a partir del extracto de B. simaruba

Fraccion Solvente utilizado | Rendimiento MDA-MB-231 3T3-L1 IS MRC-5 IS
para la extraccion (p/p%o) Clso pg/mL Clso pg/mL Clso pg/mL
(95% CI) (95% CI) (95% CI)
Bs-F001 Hexano 16.67 8.61 16.40 1.9 10.07 1.2
(13.77-5.06) (24.21-11.04) (12.68-7.93)
Bs-F002 Diclorometano 16.99 0.13 10.81 83.2 8.85 68.1
(0.18-0.09) (13.87-8.45) (18.16-4.94)
Bs-F003 Metanol 18.79 1.17 12.11 10.4 3.57 3.05
(1.63-0.81) (14.50-8.40) (6.34-2.10)
Bs-F004 Metanol:agua 43.14 >50.00 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.: no determinado

La actividad biologica frente a la linea MDA-MB-231 del extracto se conservd en las
fracciones Bs-F001, Bs-F002 y Bs-F003 mientras que Bs-F004 fue inactiva. Ademas, las
fracciones Bs-F002 y Bs-FO03 mostraron una alta selectividad hacia la inhibicién del
crecimiento de las células MDA-MB-231. La elevada actividad y selectividad de Bs-F002
hacen que esta fraccion sea reconocida como una fuente prometedora de nuevos compuestos
anticancerigenos que deberia explorarse mas.



En este mismo sentido, el tamizaje fitoquimico cualitativo realizado a las fracciones activas
revelé una distribucion de alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpenos, esteroles y
quinonas del extracto de B. simaruba en las distintas fracciones, lo que podria explicar las
diferencias encontradas en la actividad bioldgica (Tabla 6).

Tabla 6. Tamizaje preliminar cualitativo de las fracciones activas de B. simaruba

No. Fraccion Alc  Cum Tan GC Fla Sap Trilest = Qui
1 Bs-F001 ++ - - R R Tt
2 Bs-F002 - - - - - _ .
3 Bs-F003 - - - - - +4++ - _
Extracto (Fuente) ++ - - - + Tt Tt +

Las observaciones se clasificaron como fuertemente detectado (+++), detectado (++), ligeramente detectado (+) y no detectado (-).
Convenciones: Alcaloides (Alc), Cumarinas (Cum), Taninos (Tan), Glic6sidos cardioténicos (Gc), Flavonoides (Fla), Saponinas (Sap),
Triterpenos/esteroides (Tri/est), Quinonas (Qui)

De manera consistente, nuestros resultados coinciden con estudios previos relacionados con
la composicion quimica de extractos obtenidos de diferentes organos de B. simaruba,
incluyendo la corteza, en donde reportan la identificacion de terpenoides, flavonoides, &cidos
fendlicos, acidos grasos de cadena larga (FA), ésteres metilicos de FA y sacarosa [48-50].
Otros metabolitos de importancia detectados tanto en el extracto como en las fracciones
activas fueron saponinas, triterpenos y esteroles. Este tipo de metabolitos son reconocidos
por sus efectos fisiologicos beneficiosos; por ejemplo, los triterpenoides son metabolitos
distribuidos comdnmente por todo el reino vegetal en forma de triterpenoides libres,
glicosidos de triterpeno (saponinas), fitoesteroles y sus precursores; y han sido estudiados en
cuanto a efectos anti-inflamatorios, hepatoprotectores, analgésicos, antimicrobianos,
antimicoticos, virostaticos, inmunomoduladores, anti-proliferativos y pro-apoptoticos en
diferentes modelos in vitro e in vivo [45,51,52]. Considerando que la evaluacion del efecto
citotoxico mediante métodos colorimétricos puede ser afectada por diversos factores
incluyendo la posible interaccion de las sustancias de prueba con el reactivo para la medicion,
los efectos citotdxicos intrinsecos del MTT o que algunos solventes puedan afectan células
en algun momento durante el experimento, a menudo se emplean ensayos complementarios
como el ensayo de clonogenicidad como método alternativo [53]. En este orden de ideas y
con el objeto de confirmar el efecto anti-proliferativo del extracto y las fracciones activas
(Bs-F001 — Bs F003), se realizo el ensayo de clonogenicidad o ensayo de formacion de
colonias, Gtil en farmacologia y toxicologia para evaluar los efectos de tratamientos fisicos
(radiacién UV) o quimicos (sustancias citotdxicas) sobre la capacidad de division vy
formacidn de colonias a partir de una sola célula expuesta a un determinado tratamiento. Este
ensayo posee grandes ventajas tales como bajo costo, reproducibilidad, sencillez, y rapidez
para la seleccibn de nuevos agentes quimioterapéuticos, ademas de poseer una buena
correlacién con el ensayo de MTT para tamizajes a escala moderada [37,38]. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 1, en donde se aprecia que las células MDA-MB-231
tratadas solo con el vehiculo produjo un gran nimero de colonias (310£11), mientras que el
tratamiento con el extracto y las fracciones activas suprimieron la capacidad de formacién de
colonias de la linea celular de adenocarcinoma de mama, de manera similar al efecto
producido por la doxorrubicina usada como farmaco de referencia.
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Figura 1. Efecto del extracto de B. simaruba y sus fracciones activas sobre la capacidad formadora de colonias
de células MDA-MB-231. Fotografias representativas de las colonias formadas luego de la exposicion a los
tratamientos (aumento 8X). Los resultados estan expresados como la media + E.E.M. de al menos 2
experimentos independientes. ****P<0.0001 comparado con el grupo control (DMSO).

Nuestro estudio demuestra que la busqueda de alternativas terapéuticas utilizando como
materia prima extractos de plantas medicinales sigue siendo una herramienta importante para
investigar y descubrir nuevas moleculas de origen natural potencialmente Gtiles contra el
cancer. A partir de nuestros datos, el extracto de B. simaruba y sus fracciones se presentan
como una alternativa prometedora que vale la pena continuar estudiando con el fin de definir
la identidad quimica de sus constituyentes y determinar los efectos biol6gicos en modelos
mas complejos que permitan determinar los posibles mecanismos de accion involucrados en
su actividad.

Conclusion:

El estudio exploratorio de la flora de la Costa Caribe Colombiana fundamentado en el
conocimiento etnofarmacoldgico existente condujo a la identificacion de once extractos
vegetales clasificados como activos o0 moderadamente activos frente a varias lineas celulares
de cancer. Resaltdndose el extracto de B. simaruba como el mas activo y selectivo de la serie.
Asi, iniciamos su fraccionamiento y establecimos que varias fracciones (BS-F001 a BS-
F003) conservaban la bioactividad del extracto parental, asi como la presencia de metabolitos
con reconocida actividad bioldgica, particularmente propiedades anticancerigenas. Se
recomienda realizar mas estudios con el fin de aislar, purificar e identificar compuestos
presentes en la fraccion Bs-F002, asi como elucidar los mecanismos de accién involucrados
en su citotoxicidad.
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Resumen

Introduccidn: El cancer de pulmén es uno de los tipos de cancer con mayor impacto sobre la
poblacién. Debido a las limitaciones de las terapias convencionales tales como su poca
selectividad, las reacciones adversas y la resistencia que tiene, se hace necesaria la busqueda
de nuevos metabolitos activos, tomando a las plantas medicinales como fuentes promisorias
a explorar.

Objetivo: Evaluar la actividad anti-proliferativa de 15 extractos vegetales obtenidos de
plantas medicinales del Caribe Colombiano, frente a las lineas celulares de cancer de pulmén
A549 y H292.

Métodos: La actividad biolégica de los extractos etandlicos totales se evalué mediante el
empleo del método colorimeétrico de reduccion del MTT y el ensayo de clonogenicidad.
Como primer paso, se determiné la viabilidad celular y se calculo la Clso. Para los extractos
activos, se evaluo posteriormente el efecto sobre la formacidn de colonias en células H292,
la cual fue la linea celular mas sensible al efecto de los extractos.

Resultados: Los extractos de C. malambo, C. odoratissima, M. charantia, T. cymosa, T. hirta
y T. peruviana inhibieron significativamente la viabilidad (Clso<100 pg/mL) y la capacidad
de formacion de colonias de las células de cancer de pulmon. T. cymosa, T. hirta y T.
peruviana. Se destacaron como las especies mas activas.

Conclusiones: De los 15 extractos evaluados, seis presentan un efecto anti-proliferativo en
las lineas celulares de cancer pulmonar. Por tanto, estas especies vegetales del Caribe
Colombiano constituyen una fuente promisoria de metabolitos secundarios activos
potencialmente Utiles para el tratamiento del cancer de pulmén, patologia que presenta
elevadas tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad a nivel mundial.

Palabras clave: Supervivencia Celular; Extractos Vegetales; Neoplasias Pulmonares; Linea
Celular.

Abstract

Introduction: Lung cancer is a type of cancer with high impact on the population. Due to
limitations on conventional therapies (low selectivity, secondary effects and resistance), it is
necessary to focus scientific research on the search of new active metabolites, with medicinal
plants as a promising source to explore.


http://www.revfarmacia.sld.cu/index.php/far/article/view/283

Objective: To evaluate the anti-proliferative activity of 15 plant extracts obtained from
medicinal plants from the Colombian Caribbean against lung cancer cell lines (A549 and
H292)

Methods: The biological activity of the total ethanolic extracts was evaluated with the MTT
reduction colorimetric method and clonogenic assay. Firstly, the cell viability was
determined and the 1Cso calculated, later the effect of the extracts on the colony formation
was evaluated on H292 cells, which was the cell line most susceptible to the treatment with
the extracts.

Results: The extracts of C. malambo, C. odoratissima, M. charantia, T. cymosa, T. hirta and
T. peruviana significantly inhibited the cell viability (1C50<100 pg/mL) and the formation of
lung cancer cell colonies, with T. cymosa, T. hirta and T. peruviana being highlighted as the
most active species

Conclusions: The anti-proliferative effect of extracts obtained from six plant species of the
Colombian Caribbean coast was evidenced, which are constitute a promising source of
secundary metabolites potentially useful for treatment of lung cancer, pathology with high
rates of incidence, prevalence and mortality worldwide.

Keywords: cell survival; plant extracts; lung neoplasms; cell line.

Introduccién

El cancer es una patologia que involucra un proceso de crecimiento tisular y proliferacion
continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos, que
puede iniciarse en cualquier lugar del cuerpo humano[54]. En el afio 2012, se presentaron
14 millones de casos y en 2015 ocurrieron 8,8 millones de defunciones atribuidas a este
diagnostico, cuya causa de mortalidad ocupa el segundo lugar después de las enfermedades
cardiovasculares[54]. En cuanto a las tipologias, el cancer de pulmén ocasiona el mayor
namero de muertes (1,69 millones de defunciones en 2015) y se clasifica como enfermedad
de mal prondstico con tasas de supervivencia relativa muy bajas, en comparacién con otros
tipos de cancer![54]. Colombia no estd exenta de esta problematica y, de acuerdo a lo
reportado por el Observatorio Nacional de Cancer (ONC Colombia), este grave problema de
salud publica cobra la vida del 12.3% de los pacientes diagnosticados con céncer cada
afo?[55]. Entre las principales alternativas disponibles para el tratamiento del cancer de
pulmdn se encuentran la cirugia, la radioterapia y quimioterapia, las cuales disminuyen los
signos y sintomas de la enfermedad y prolongan la vida de los pacientes. Sin embargo, la
adherencia a la quimioterapia -por lo general- es baja debido a la elevada toxicidad y a la
poca selectividad de los farmacos utilizados, que no solo afectan el crecimiento y
propagacion de las células cancerosas, sino también el de las células normales, con
consecuentes efectos secundarios que deterioran la calidad de vida del paciente.
Adicionalmente, es frecuente la presencia de células cancerosas resistentes al tratamiento.
Esta conduce al aumento de la dosificacion y al incremento consecuente de la frecuencia y
severidad de los eventos adversos, los cuales afectan negativamente la relacion riesgo-
beneficio del tratamiento®*[6,56]. Esta problematica mantiene constante la blsqueda de
nuevas alternativas para el tratamiento de esta patologia, en donde los productos naturales
representan una de las principales fuentes de nuevos agentes, mas potentes y con menores



efectos adversos, que permitan combatir esta afeccion de alto impacto social y econémico.
Entre estos, las plantas medicinales han sido la base para muchos tratamientos
farmacoldgicos y continGian siendo una de las opciones méas populares para la prevencion del
cancer a nivel global®®[27,57]. Colombia se encuentra catalogado entre los paises
considerados megadiversos. Sin embargo, un elevado porcentaje de las especies existentes
no han sido estudiadas, por lo que existe una alta probabilidad de encontrar en ellas
metabolitos potencialmente activos para la prevencion y/o tratamiento del cancer’ [58]. En
este trabajo, se propuso evaluar la actividad anti-proliferativa de 15 extractos vegetales
obtenidos de plantas medicinales del Caribe Colombiano, frente a dos lineas celulares de
cancer de pulmon: NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide) y A549 (adenocarcinoma
pulmonar), al utilizar el método colorimétrico de reduccion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y el ensayo de clonogenicidad.

Meétodos

Material vegetal y preparacion de extractos: el material vegetal fue recolectado en diferentes
municipios de la Costa Caribe Colombiana. Muestras testigos de las 15 especies vegetales se
depositaron en las colecciones del Jardin Botanico "Guillermo Pifieres”, de la ciudad de
Cartagena (JBC) y en el Herbario Nacional Colombiano (COL). (tabla 1). EI material vegetal
se secO a temperatura ambiente, se pesé -reducido a polvo por molienda- y se sometio a
maceracion en frio con etanol al 96% hasta agotamiento. El extracto obtenido se filtré y
concentro a presion reducida en un rotaevaporador (Heidolph, Alemania). El rendimiento del
proceso fue determinado a partir del material vegetal seco.

Tabla 1. Informacién general de las especies vegetales incluidas en el estudio, rendimiento del proceso de
extraccion y solvente utilizado para la evaluacion de la actividad bioldgica.

Nembre Rendimiento Solvente

Mombre Cientifico Familia Organo Mo. Voucher

Comtin (%6} Solubilizacién
Momordica charantia L. Cucurbitaceae Balsamina Hojas JBC 793 9,83 DMSO
Piper peltatum L. Piperaceae Santa Hojas JBC 1438 4,20 DMSO
Maria
Ruellia tuberasa L. Acanthaceas Campana Hojas 1BC 3532 6,80 DMSO
Sarcostemma clausum Apocynaceae Bejuco de Hojas JBC 2502 7,31 DMSO
{Jaca.) Schult. Sapo
Sterculiz apetala (lacqg.) Malvaceas Camajuro Semillas COL 538417 7,80 DMSO
H. karst.
Tabebuia ochraces Bignoniaceae Polvillo Corteza JBC 5153 &,80 DMSO
{Cham.) Standl.
Tabernsemontana cymosa Apocynanceae Bola de Semillas 1BC 3243 9,61 DMSO
Jacq. Puerco
Thevetia peruviana (Pers.) Apocynaceas Cavalonga Flores IBC 66 7,39 DMSO
Merr.
Trichilis hirta L. Meliaceae Jobo Macho Semillas JBC 4330 7,86 DMSO
Croton malambo H. Karst. Euphorbiaceae Malambo Corteza JBC 1438 7,08 DMSO
Juss.
Capparis odoratissima Capparaceae Olivo Hojas JBC 14592 7,61 Etanol
Jacq. Juss,
Hyptis capitata Jacq. Lamiaceae Botdn Hojas JBC 1389 10,43 Etanol
Megro
Murraya exotica L. Rutaceas Azahar de Hojas COL 538418 9,83 Etanol
la India
Diospyros inconstans lacq. Ebenaceas Caimitillo Hojas 1BC 1438 10,17 DMSO
Cecropia peltata L. Urticaceae Guarumo Hojas JBC 1383 7,80 DMS0/Etancl

Yarumo



Tamizaje preliminar fitoquimico: con el objeto de identificar los principales metabolitos
secundarios presentes en los extractos totales evaluados, se realizaron pruebas para la
deteccion de alcaloides, cumarinas, taninos, glicosidos cardiotonicos, flavonoides, saponinas,
triterpenos, esteroles y quinonas. Se utilizd la metodologia validada por Herrera y otros®[32].

Cultivos celulares: el efecto anti-proliferativo de los extractos totales de las especies en
estudio, se evalto frente a las lineas celulares de carcinoma pulmonar H292 (CRL-1848™)
y A549 (CCL-185™), obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC®). Las
células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium),
suplementado con 10% de suero bovino fetal, e incubadas a 37°C, atmosfera al 5% CO> y
humedad relativa del 100%.

Actividad citotdxica: las células se cultivaron en placas de 96 pozos estériles por 24 horas y
se trataron con diluciones seriadas de los extractos totales en estudio (0-100 mg/mL), fueron
disueltas en dimetilsulfoxido (DMSO), etanol o mezclas de estos solventes (tabla 1), e
incubadas durante 48 horas. La inhibicion del crecimiento celular se evalué mediante el
empleo del método colorimétrico, descrito por Mosmann en 1983°[35]. Este se basa en la
determinacion de la reduccion por células metabdlicamente activas del MTT (amarillo) a
cristales de formazan (purpura) midiendo la absorbancia a 550 nm. Cada ensayo se realizd
por triplicado y en cada uno se incluyé un grupo control de células tratadas con el solvente.
Para cada extracto se calculo el porcentaje relativo de supervivencia con respecto al grupo
control, y posteriormente, se calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clso, concentracion del
extracto que inhibe el crecimiento del 50 % de la poblacion celular), para aquellos extractos
que mostraron promisoria actividad bioldgica (Cls0<100 pg/mL). Posteriormente los
extractos se clasificaron segun criterios del National Cancer Institute (NCI), el cual, cataloga
las sustancias experimentales como Activas (++): Cls0<20 pg/mL, Moderadamente activas
(+): 20<Cls50<100 pg/mL e Inactivas (-): Clso>100 pg/mL1°[28].

Ensayo de clonogenicidad: al tener en cuenta los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad citotoxica, se evalud el efecto de los extractos sobre la capacidad de division y
formacidn de colonias sobre la linea celular méas sensible a un mayor nimero de extractos.
Las células se sembraron en placas de seis pozos (500 células/ pozo), lo que permitié su
adhesion por un periodo de cuatro horas. Luego de ese tiempo, se trataron con los extractos
activos en estudio (Clso) por un periodo de 48 horas, luego del cual se retird el agente
citotoxico y se incubaron nuevamente por un periodo de 10 dias para permitir la formacion
de colonias. Finalmente, las colonias se fijaron, tefiidas con cristal violeta y contadas
mediante el empleo de un estereomicroscopio (Leica EZ4, Wetzlar, Alemania). Se considerd
como una colonia a un grupo conformado por minimo 50 células. Cada ensayo se realizé por
duplicado y en cada uno se incluyd un grupo control negativo de células tratadas con el
solvente y un grupo control positivo tratado con doxorrubicinal!2[37,38].

Andlisis estadistico: los resultados se expresaron como la media aritmética de los valores +
EEM (error estandar de la media), obtenidos de -al menos- dos ensayos independientes (n=4)
y se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test de
Dunnett para comparaciones multiples, con valores de P<0.05, considerados como
significativos. La Clso se determind mediante analisis de regresion no lineal de las curvas de
concentracion frente al porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular.



Resultados

Preparacion de los extractos y tamizaje preliminar fitoquimico: en la tabla 1 se presentan
los rendimientos de los extractos totales etandlicos obtenidos a partir del material vegetal
recolectado, donde se especifica, ademas, el solvente utilizado para su disolucion con fines
de utilizacidn en los ensayos bioldgicos. En cuanto a la identificacion de los grupos de
metabolitos secundarios presentes en cada uno de los extractos, en la tabla 2 se presentan los
resultados de las pruebas de caracterizacion fitoquimica.

Tabla 2. Tamizaje preliminar fitoquimico de los extractos incluidos en el estudio.

Nombre " .
e Alc Cum | Tan Gc Fla Sap Trifest Qui
cientifico
M. charantia ++ - - + - _ + ~
++ ++
L + - + + ++ +
P. peltatum + .
R. tuberosa - - + - + ++ 4 +
5. clausum - - - ++ ++ -
++
S. apetala ++ . + - + - - _
++
T. ochracea - - ++ - 4 - A
++ ++
T. cymosa ++ - - ++ . . 4 ++
T. peruviana - - - ++ ++ - - +
: ++
T. hirta ++ + - + . ++ 4+ -
C. malambo + - + - ++ - 4 -
C. odoratissima ++ ++ - - - - ++ -
H. capitata + ++ ++ + - + + -
M. exotica e F + T+ .
: + + +
0 ++
D. inconstans + + ++ - - . ++ -
C. peltata ++ - ++ + ++ ++ P +

Convenciones: Alcaloides (Alc), Cumarinas (Cum), Taninos (Tan), Glicésidos cardioténicos (Gc), Flavonoides (Fla), Saponinas (Sap),
Triterpenos/esteroides (Tri/est) y Quinonas (Qui). (+++) Presencia abundante; (++) presencia moderada; (+) presencia leve; (-)
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Figura 1. Efecto citotoxico de los extractos totales en estudio (100 pg/mL), frente a las lineas de carcinoma
pulmonar: A) A 549 (CCL-185™) y B) H292 (CRL-1848™)

Actividad citotoxica: los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad biologica de
los extractos vegetales se presentan en la figura 1 y en la tabla 3, en donde se resalta la



actividad mostrada por seis de los extractos evaluados, los cuales exhibieron valores de Clso
inferiores a 100 pg/mL, frente a alguna de las lineas en estudio.

Tabla 3. Concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los extractos activos frente a las lineas celulares epiteliales de
cancer pulmonar A549 y H292 y su clasificacion segin el NCI

Mombre A549 H292

cientifico Clso Ls LI Actividad Clso Ls LI Actividad
M. charantia - - - - Q5,50 109,90 82,22 +

T. cymosa 34,04 | 37,58 | 30,83 + 49,88 60,26 41,31 +

T. peruviana 4,76 5,07 | 4,49 ++ 51,64 62,52 42,07 +

T. hirta 6,82 7,64 6,08 ++ 17,91 20,89 15,45 ++

C. odoratissima | 66,99 | 72,44 |61,52 + - - -

C. malambo - - - - 96,16 102,33 89,99 +

LS. Limite superior; Limite inferior. (++) Activos Clsp<50ug/mL; (+) Moderadamente activos 20<Cls,<100ug/mL; (-) Inactivos
Clso>100pg/mL

La linea celular A549 mostro ser sensible frente a los extractos de T. cymosa, T. peruviana,
T. hirta y C. odoratissima, mientras que la linea celular H292 mostro ser sensible frente a un
mayor nimero de extractos vegetales: M. charantia, T. cymosa, T. peruviana, T. hirta 'y C.
malambo. Se tuvieron en cuenta los valores de Clso, para clasificar los extractos segun los
criterios del NCI. Los extractos de T. hirtay T. peruviana quedaron catalogados como activos
frente a la linea A549 y el extracto de T. hirta fue el Unico activo frente a la linea H292. En
cuanto a los moderadamente activos, se encuentran los extractos de T. cymosa y C.
odoratissima frente a A549 y M. charantia, T. cymosa, T. peruviana y C. malambo, frente a
H292.
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Control (DMSO) Doxorrubicina Clso M. charantia Clso T. cymosa Clso
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Control (DMSO) Doxo M. charantia T. cymosaT. peruviana T. hirta C. malambo

Tratamientos (Clso)

T. peruviana Clso C. malambo Clso T. hirta Clso

Figura 2. Efecto de los extractos activos sobre la formacion de colonias en células H292. A) Nimero de
colonias producidas luego de la incubacién de las células (500/pozo). B) Imagenes representativas de las
colonias generadas, las fotografias fueron tomadas con un aumento de 8X usando un estereomicroscopio (Leica
EZ4)



Ensayo de clonogenicidad: la linea epitelial de carcinoma pulmonar H292 fue la més sensible
al tratamiento con los extractos, por lo que fue seleccionada para evaluar el efecto de los
extractos sobre la formacion de colonias. Los resultados obtenidos de esta evaluacion se
presentan en la figura 2, donde se observa que todos los extractos evaluados a la
concentracion inhibitoria (Clso) evitaron completamente la formacién de colonias, en
comparacion con el grupo control no tratado. Es importante resaltar que todos los extractos
evaluados mostraron una actividad comparable a la mostrada por la doxorrubicina, agente
quimioterapico de amplio uso en el tratamiento del cancer, el cual fue utilizado como control
positivo en el ensayo.

Discusion

desde tiempos milenarios, las plantas han constituido una fuente de sustancias que mitigan y
curan los signos y sintomas de las enfermedades que mas aquejan al ser humano **[59]. Su
modo de empleo va desde el uso de preparaciones obtenidas de sus diferentes 6rganos hasta
el consumo de compuestos y principios activos aislados a través de diferentes procesos. El
potencial terapéutico de este importante recurso natural se empieza a explorar normalmente
en zonas rurales, en donde el acceso a medicamentos es limitado, hecho que contrasta con la
abundancia de especies vegetales que crecen en esas zonas. La utilidad de las plantas
medicinales ha sido ampliamente demostrada y validada cientificamente. De hecho, los
farmacos quimioterapicos -vinblastina, vincristina y paclitaxel- utilizados para tratar
leucemias, linfomas, cancer de seno, testiculo y pulmén, fueron aislados de las especies
vegetales Catharanthus roseus G. Don. y Taxus brevifolia Nutt >!415[23,24,27]. En el
presente estudio, se inicié la busqueda de metabolitos bioactivos en especies vegetales de la
Costa Caribe Colombiana, zona que posee una gran variedad y cuenta con una tradicion
ancestral en cuanto al uso de especies vegetales para contrarrestar los signos y sintomas de
todo tipo de enfermedades, donde se incluye el cancer. Entre los principales hallazgos, se
destacaron las especies T. hirta, T. peruviana y T. cymosa, por su actividad frente a las dos
lineas de cancer de pulmon. El extracto de las hojas de T. hirta mostro potente actividad
frente a estas lineas, con valores de Clso<20 pg/mL. Estos resultados son similares a los
informados por Hernandez y otros, donde la fraccion rica en polisacaridos -obtenida del
extracto acuoso de las hojas de T. hirta- inhibié significativamente el crecimiento de lineas
celulares de origen neopléasico, incluyendo células A549 (Clso=~60-120 pg/mL), sin afectar el
crecimiento de fibroblastos humanos normales, lo cual es coherente con el uso medicinal
dado a T. hirta por pacientes del Hospital Oncoldgico de Santiago de Cuba, para tratar
diferentes tipos de cancer, donde se incluyo el de pulmén °[60]. En otro estudio realizado
por el mismo autor, el extracto ya mencionado mostré inhibir el crecimiento de células de
cancer de mama (T-47D) y de melanoma (SK-mel-3) 16[60], lo que en su conjunto demuestra
la utilidad de T. hirta como reservorio de metabolitos con actividad citotoxica selectiva. De
manera similar, T. peruviana mostré actividad en ambos tipos de células de cancer de
pulmaén, con valores de Clso<55 pg/mL. Esta especie vegetal cuenta con estudios de actividad
antimicrobiana 1’[61], antifingica *8[62] y antiviral *°[63], asi como de actividad citotoxica
20.21164,65]. Estos dos Gltimos estudios demostraron la utilidad del fruto y la semilla de esta
especie para el tratamiento del cancer, donde Ramos-Silva y otros expusieron que el extracto
metanolico del fruto de esta especie induce apoptosis y fragmentacion del DNA de células
cancerigenas e inhibe selectivamente la proliferacidn de células de cancer de mama (MCF7),



colon (HT-29), prostata (DU 145) y pulmdén (NCI-H460), sin afectar el crecimiento de
fibroblastos normales humanos (Detroit 548) y células epiteliales de rifibn de mono (Vero).
Por otra parte, Cheng y otros realizaron un estudio fitoquimico de las semillas de T. peruviana
que condujo al aislamiento de siete glicésidos cardiotonicos con potente actividad frente a
células de cancer de pulmon (P15), pancreas (SW1990) y géastrico (MGC-803), al promover
la induccion de apoptosis y arresto del ciclo celular en la fase G2/M. De manera similar a lo
reportado por Cheng y otros, Beltran Villanueva y otros ?[30] evidenciaron la presencia de
glicosidos cardiotonicos en las flores de esta especie, lo cual es coherente con los actuales
resultados del estudio preliminar fitoquimico. Lo antes dicho muestra la presencia de
glicésidos cardiotdnicos en este mismo érgano y dichos compuestos -en funcién de los
antecedentes- podrian estar relacionados con la importante actividad citotdxica mostrada por
este extracto.

T. cymosa es una planta ampliamente utilizada en la medicina popular de paises como
Colombia, Venezuela y la Isla de Trinidad, por sus propiedades antivirales, antihelminticas,
anticancerigenas, analgésicas y larvicidas, con algunas de estas actividades demostradas
cientificamente. 224[66,67] En lo que respecta al efecto anti-proliferativo, citotoxico o
anticancerigeno, es posible considerar la presente comunicacion cientifica como la primera
de esta actividad, para esta especie en particular. En el aspecto fitoquimico, el género
Tabernaemontana ha sido ampliamente estudiado, en especifico para la especie T. cymosa y
se ha reportado la presencia de alcaloides, compuestos cardiotdnicos, flavonoides y derivados
antracénicos?2[30], metabolitos reconocidos por su bioactividad, los cuales en su mayoria
también fueron detectados en el actual estudio, conjuntamente con saponinas, triterpenos,
esteroides y quinonas.

Por otro lado, los extractos etandlicos de las hojas de M. charantia y la corteza de C. malambo
mostraron solo efectos inhibitorios sobre el crecimiento de la linea celular H292. La especie
M. charantia, conocida popularmente como balsamina o melén amargo, es empleada en la
medicina popular de muchos paises por una amplia variedad de propiedades tales como
abortivas, antihelminticas, anticonceptivas, emenagogas, antimalaricas y antigotosas, asi
como para el tratamiento de la diabetes, calculos renales, lepra, hemorroides, neumonia,
psoriasis, reumatismo, fiebre y sarna 2°[68]. Extractos y fracciones obtenidas de su fruto han
sido propuestos como alimentos funcionales para la prevencion y el tratamiento del cancer,
probablemente por su alto contenido en saponinas. De hecho, la evidencia experimental
preclinica demuestra que los extractos acuosos, etanolico y/o metandlico, asi como
compuestos aislados de esta especie poseen actividad anticancerigena, mediante induccién
de apoptosis y alteracién del ciclo celular, en un variado grupo de células tumorales, entre
las que se incluyen células de adenocarcinoma pulmonar CL1-0 y A549. 2627[69,70] Entre
los compuestos aislados de esta especie, charantagenina D, goyaglicosidos-d, charantagenina
E, momordicosido K, estigmasta-7,25(27)-dien-3p-ol y MGDG-C18:3-C18:3, han mostrado
actividad citotoxica frente a células de cancer de pulmon A549.

En tanto, C. malambo es utilizada tradicionalmente en forma de cataplasmas, bafios, bebidas
y emplastos para tratar diferentes trastornos en los que se incluyen afonia, amigdalitis,
bronquitis, catarro, heridas, infeccion umbilical, desmayo, diabetes, diarrea, dolor corporal,
dolor de cabeza junto al de encias, estomago, de muelas, de vientre, por golpes, herida
umbilical, indigestidn, infeccién dérmica, inflamacion local, parto dificil, placenta retenida,
resfriados y tos. Entre las partes mas utilizadas de esta especie se encuentran la corteza, las



hojas y la planta entera. 26[71] De la corteza, se han extraido aceites esenciales que se han
caracterizado y se les han atribuido actividad biol6gica como antioxidante, citotoxico y
acaricida 2°%°[72,73] mientras que, el extracto acuoso obtenido de este mismo 6rgano posee
actividad anti-inflamatoria y anti-nociceptiva. Algunos compuestos extraidos como los
diterpenos tetraciclicos (ent-16p-17a-dihidroxialurano), mostraron actividad citotoxica e
induccion de apoptosis en células de carcinoma mamario (MCF-7). 31:32[74,75]

Finalmente, Capparis odoratissima, es un arbusto ornamental, cuyas hojas son empleadas
para tratar afecciones dermatoldgicas. 22[30] La revision bibliografica realizada, muestra solo
un reporte de actividad bioldgica frente al virus del dengue, *3[76] de tal manera que los
resultados expuestos representan uno de los primeros informes investigativos de la actividad
bioldgica de esta planta y, el primero en comunicar el efecto citotéxico de esta especie
vegetal.

En conclusion, se evidencia el potencial de las especies vegetales de la Costa Caribe
Colombiana, como fuente para la obtencién de metabolitos secundarios activos, entre las que
se resaltan T. cymosa, T. hirta y T. peruviana, las cuales podrian contribuir al incremento del
arsenal terapéeutico disponible para el tratamiento del cancer de pulmon, enfermedad que cada
dia cobra mas vidas en Colombia y a nivel global. Se sugiere que la actividad anti-
proliferativa evidenciada en extractos obtenidos de las especies T. cymosa y C. odoratissima,
continten siendo exploradas, a fin aislar e identificar los compuestos activos y elucidar los
posibles mecanismos de accion involucrados.
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CAPITULO 3. Physalis angulata, ALTERNATIVA NOVEDOSA
POTENCIALMENTE UTIL PARA TRATAR EL CANCER COLORRECTAL

En esta etapa de la tesis doctoral se evalud el potencial terapéutico de la especie vegetal
Physalis angulata frente al cancer colorrectal (CCR) asociado a la enfermedad inflamatoria
intestinal (EIl). La actividad bioldgica del extracto total (FO) y sus fracciones primarias
mayoritarias (F0-1, FO0-2, F0-3) fue evaluada bajo un esquema bioguiado (ensayo
colorimétrico de MTT) utilizando dos (2) lineas de cancer colorrectal (HT-29, ATCC® HTB-
38™, Caco-2, ATCC® HTB-37™) y una linea celular epitelial colonica normal (CCD 841
CoN, ATCC® CLR-1790™). La fraccién FO-2 (denominada de ahora en adelante PADF)
demostrd una elevada actividad frente a células de CCR (HT-29; Clso=13.824+0.42 pg/mL y
Caco-2; Cls50=29.52+3.73 ug/mL), por tanto, fue escogida para profundizar en su estudio
tanto fitoquimico como farmacoldgico.

La caracterizacion fitoquimica de PADF revelo la presencia abundante de ésteres de sacarosa,
glicosidos, terpenos y esteroides, asi como bajo contenido de whitanolidos, polifenoles
totales y flavonoides. Esta cuantificacion fue util para realizar un control de calidad de
obtencion de PADF, ya que la cuantificacion de estos metabolitos especificos nos permitio
corroborar que la fraccion obtenida conservaba los mismos componentes y en proporcion
similar a la fraccion PADF previamente caracterizada en estudios anteriores. La evaluacion
farmacoldgica de PADF demostro que los compuestos presentes en esta fraccion inhiben el
crecimiento de células de cancer colorrectal, especialmente el de las HT-29, hecho que se
evidencio en los distintos modelos experimentales: cultivo 3D, formacién de colonias
(clonogenic) y migracion celular (wound healing). Este efecto se encuentra relacionado con
cambios en el ciclo celular (aumento de la proporcion de células en fase G2/M) e induccin
de apoptosis (Anexina A5 positivas), eventos que pueden asociarse a la fragmentacion del
DNA causando dafio irreversible en las células de CCR. Este efecto sobre celulas HT-29
también puede relacionarse con la actividad anti-inflamatoria de PADF (medios
condicionados), lo que nos llevd a probar el efecto in vivo de la fraccion en un modelo de
CCR asociado a EIl (AOM/DSS).

En los ensayos in vivo, la administracion de PADF no produjo efectos tdxicos, letales,
genotoxicos (ensayo cometa neutro y prueba de micronicleos) o mutagénicos (test de Ames)
a las dosis evaluadas, por lo tanto, la fraccion se considera segura a las dosis terapéuticas
establecidas (10 y 20 mg/Kg, i.p.). Adicionalmente, se determind como dosis letal 50 (LDso,
por sus siglas en inglés) un valor igual a 200 mg/kg de peso, siguiendo el protocolo
establecido por la OECD [77]. El efecto de PADF, a nivel intestinal, fue evaluado en el
modelo de CCR inducido por azoximetano (AOM) y dextran sulfato de sodio (DSS), los
resultados demuestran que la administracion de PADF mejord la carcinogénesis inducida a
través de la reduccion de la carga tumoral total, el nimero de tumores de gran tamafio (>1
mm) y la severidad de la enfermedad, aumentando el tamafio del colon lo que se tradujo en
un aumento del W/L ratio (relacion peso/longitud del colon). Sumado a lo anterior, PADF
produjo una recuperacion de la arquitectura del tejido colénico afectado, por reduccion del
crecimiento tumoral y la displasia, lo que puede relacionarse con la reduccion de los niveles



de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1p) en las biopsias de colon de animales
con AOM/DSS tratados con PADF. Al efecto antes mencionado se suma la reduccion de la
proteina PCNA (incrementada en procesos de inflamacidn y cancer), aumento de la expresion
de p38 (inductora de apoptosis) y MAPKSs. Los resultados de este proyecto fueron
presentados en varios eventos cientificos y se encuentran consignados en el siguiente articulo
cientifico.



1. Active fraction of ground cherry (Physalis angulata L.) calyces attenuates
azoxymethane (AOM)/dextran sodium sulfate (DSS)-induced colon carcinogenesis in
mice - Fraccién activa de los célices del tomatillo (Physalis angulata L.) disminuye
la carcinogénesis de colon inducida por azoxymetano (AOM)/dextran sulfato de
sodio (DSS) en ratones
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Resumen

Physalis angulata L. (Solanaceae) se usa ampliamente en areas tropicales y subtropicales del
mundo para tratar diversos trastornos de salud. Como todos los miembros del género
Physalis, sus frutos estan envueltos por un caliz, 6rgano particular que se considera una
fuente continua de compuestos bioactivos. En Colombia, los célices de esta especie son
utilizados en la medicina tradicional como anti-cancerigeno y anti-inflamatorio, pero pocos
soportes cientificos respaldan estos usos. Estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion, mostraron que la fraccion en diclorometano obtenida del extracto total de los
calices de P. angulata (PADF) tiene actividad antibacteriana y anti-inflamatoria significativa.
En el presente trabajo determinamos el efecto farmacolégico de PADF sobre el cancer
colorrectal (CCR) utilizando células humanas y el modelo murino de cancer inducido por
azoximetano (AOM) / dextran sulfato de sodio (DSS). Los resultados muestran que PADF
produce selectivamente un efecto citotoxico sobre células tumorales mediante induccion de
apoptosis y detencion del ciclo celular en fase G2/M. En el modelo AOM/DSS, el tratamiento
con PADF disminuyd los tumores, tanto en nimero como en tamano, lo que se reflejé en la
disminucion del area afectada, con la consecuente reparacion del tejido colonico. Estos
efectos podrian estar relacionados con el aumento de la expresion de la proteina pro-
apoptotica p38, la disminucion de la expresion de PCNA; sin olvidar el efecto anti-
inflamatorio de PADF que condujo a la disminucion de los niveles de importantes
mediadores pro-inflamatorios (TNF-a, IL-6 e IL-1B) que contribuyen a la recuperacion del
tejido coldnico afectado. Nuestros resultados muestran el potencial de PADF como
alternativa para el tratamiento del CCR vy justifican su estudio continuo con el fin de
investigar a profundidad los componentes bioactivos presentes en PADF.

Palabras clave: Physalis angulata L., Solanaceae, Calices, Citotoxico, AOM/DSS, cancer
colorrectal.

Abreviaciones: AOM, azoximetano; CAC, cancer asociado a colitis; CCR, cancer
colorrectal; DSS, dextran sulfato de sodio; Ell, enfermedad inflamatoria intestinal; IL,
interleuquina; INOS, Oxido nitrico sintasa inducible; LPS, Lipopolisacarido; MAPKS,
proteinas-quinasas activadas por mitdgeno; NO, 6xido nitrico; ODsso, densidad Optica a 550
nm; PADF, fraccion en diclorometano de Physalis angulata; PCNA, antigeno nuclear de
células en proliferacion; PGE 2, prostaglandina E 2.



Abstract

Physalis angulata L. (Solanaceae) is widely used in tropical and subtropical areas of the
world to treat health disorders. As a member of the Physalis genus, its fruits are enveloped
by an inflated calyx, a particular organ that is considered a prolific source of bioactive
compounds. In Colombia, anti-cancer and anti-inflammatory activity are the most popular
ethnopharmacological applications of P. angulata calyces but few studies on these effects
are available. Previously, we report that its active fraction (PADF) showed significant anti-
inflammatory activity. This research was focused on studying the pharmacological effect of
PADF on colorectal cancer (CRC) using human cells and the azoxymethane (AOM)/dextran
sodium sulphate (DSS) murine model. PADF selectively induced a cytotoxic effect against
CRC cells through apoptosis and G2/M arrest. In the AOM/DSS model, treatment with PADF
diminished the tumors in number and size, the affected area and prompted colon tissue repair.
These effects might be related to the increased expression of p38 pro-apoptotic protein, the
reduction of expression of PCNA,; in addition to the anti-inflammatory activity of PADF
demonstrated by decreasing the levels of pro-inflammatory mediators (TNF-a, IL-6, and IL-
1pB). Taken together, our results indicate the potential of PADF as an alternative treatment for
CRC. Further investigation is warranted to identify the bioactive components present in
PADF.

Keywords: Physalis angulata L., Solanaceae, Calyces, Cytotoxic, AOM/DSS, Colorectal
cancer.

Abbreviations: AOM, Azoxymethane; CAC, colitis-associated cancer; CRC, Colorectal
cancer; DSS, Dextran sulfate sodium; IL, IBD, inflammatory bowel disease; Interleukin;
iINOS, inducible nitric oxide synthase; LPS, Lipopolysaccharide; MAPKSs, mitogen-activated
protein Kkinases; NO, nitric oxide; OD550, optical density at 550 nm; PADF, Physalis
angulata dichloromethane fraction; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PGE 2,
prostaglandin E 2.

Introduccién

El género Physalis (Solanaceae) esta constituido aproximadamente por 71 especies
distribuidas en las regiones templadas de Américay Asia [78,79]. Las plantas pertenecientes
a este género se reconocen por la presencia de calices, llamativas estructuras que recubren el
fruto protegiéndolo de dafios externos (agresiones de aves o insectos y condiciones climaticas
adversas) [78]. Los frutos son comestibles y las propiedades beneficiosas de las infusiones
preparadas con diferentes drganos de la planta confieren a esta especie un gran valor dentro
de la medicina tradicional a nivel mundial, siendo empleada para tratar inflamaciones,
hepatitis, dermatitis, cancer, diabetes, entre otros trastornos de salud [78]. Su actividad
biolégica ha sido asociada con la presencia de withanolidos (physalins, neophysalins,
withaphysalins), diterpenos labdanicos, esteres de sacarosa, flavonoides, ceramidas, entre
otros [78,80,81]. Entre las especies de este género, el tomatillo (Physalis angulata L.) es
frecuentemente reconocida en la medicina popular colombiana, asi como en la de paises
asiaticos y africanos, por sus propiedades antimicrobianas, anti-malaricas, anti-inflamatorias,
anti-nociceptivas, anti-proliferativas e inmunomoduladoras [80,82,83]. Uno de los usos



populares méas reconocido es como tratamiento de varios tipos de cancer incluyendo el de
cuello uterino, piel, pulmdn, higado, estémago y colorrectal [80]. Sin embargo, las
propiedades bioldgicas de los célices de P. angulata han sido poco estudiadas a pesar de su
alto contenido de metabolitos secundarios tiles para la proteccién del fruto. Estudios previos
realizados por nuestro grupo de investigacion enfocados en el fraccionamiento del extracto
etandlico total obtenido de este 6rgano permitié la identificacion de PADF, una fraccién
obtenida con diclorometano que mantuvo y mejor6 la actividad mostrada por el extracto,
particularmente al evaluar su efecto anti-inflamatorio [83-85]. En este sentido, PADF
demostr6 un perfil anti-inflamatorio prometedor en diferentes modelos experimentales tanto
in vivo como in vitro (macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS, edema auricular
inducido por TPA y colitis inducida por DSS) [83,84]. Continuando con el estudio de las
propiedades farmacoldgicas de los calices de P. angulata, en este trabajo se evaluo el efecto
de PADF sobre el cancer colorrectal (CCR) usando lineas celulares y el modelo murino de
cancer asociado a colitis (CAC) inducido por AOM/DSS. El CCR es un grave problema de
salud publica que en 2020 causé méas de 1.9 millones de nuevos casos y 915.880 muertes,
siendo el tercer cancer mas comudn diagnosticado y la segunda causa de muerte por cancer
[5]. Después de las enfermedades hereditarias, la inflamacion cronica se considera uno de los
mayores factores de riesgo identificados en el desarrollo de CCR. De hecho, la enfermedad
inflamatoria intestinal (E11), que incluye a la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, estan
claramente asociadas con la aparicion y promocion del CCR debido a la inflamacién cronica
que favorece el crecimiento y desarrollo del tumor [86]. Independientemente de la causa, la
terapia contra el CCR se enfrenta a serios desafios como la resistencia de células cancerosas,
reacciones toxicas y los efectos secundarios de los farmacos que se emplean [14,18]. Por
consiguiente, el reto es encontrar nuevas alternativas, particularmente en la medicina
tradicional la cual ofrece una plétora de metabolitos bioactivos para el desarrollo de nuevas
terapias, especialmente utilizando aquellas plantas medicinales que posean reportes
cientificos previos de la actividad biolégica [14].

Materiales y métodos

Reactivos: AOM, cristal violeta, Eagle's Minimal Essential Medium (EMEM), hematoxylin-
eosin (H&E), McCoy's 5A medium, protease inhibitor cocktail y phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) fue obtenido de Calbiochem
(La Jolla, CA, USA). DSS (MW 36-50 kDa; MP Biomedicals, Santa Ana, California, USA)
y FBS (Gibco, Sao Paulo, Brazil). Todos los solventes (etanol, metanol, diclorometano,
hexano y DMSQ) fueron grado reactivo o HPLC obtenidos de Fisher Scientific, USA.

Recoleccidn del material vegetal y preparacion de PADF: el material vegetal (calices de P.
angulata) fueron recolectados en Loma de Arena, Bolivar, Colombia (10°43'59"N;
75°15'58"W). Una muestra de la planta completa fue enviada al Herbario de la Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia, en donde el doctor Felipe Cardona Naranjo corrobord y
autenticO que el material recolectado correspondia al voucher previamente depositado
(HUA213028) [83]. Los calices limpios y secos se emplearon para preparar la fraccion PADF
siguiendo el procedimiento descrito previamente por [83], quien reportd, ademas del proceso
de obtencion, la cuantificacion de metabolitos secundarios representativos (ésteres de



sacarosa, withanolidos compuestos fendlicos y flavonoides (ver Supporting information) y
la caracterizacion de compuestos mayoritarios presentes en PADF por HPLC [Datos no
mostrados].

Cultivos celulares: lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal (HT-29 y Caco-2), células
epiteliales coldnicas sanas (CCD 841 CoN) y macrofagos murinos (RAW 264.7) fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC® Manassas, VA, USA) y
mantenidas a 37°C y 5% CO2 en McCoy's 5A medium (HT-29) o EMEM (Caco-2 y CCD
841 CoN) suplementado con 10% FBS y 1.5 g/L bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

Ensayo de viabilidad celular: HT-29 (HTB-38™), Caco-2 (HTB-37™) o CCD 847 CoN
(CRL-1790™) fueron sembradas a densidad apropiada para cada linea (5.000-15.000
células/pozo) en placas de 96 pozos (2D-culture) o en placas Perfecta3D® Hanging Drop
Plate (3D- culture; 3D Biomatrix, Ann Arbor, Michigan, USA) e incubadas por 24 h (2D) o
72 h (3D) para permitir la adhesion o la formacion del esferoide. Posteriormente, las células
fueron tratadas con PADF (3.13-25 pg/mL) o vehiculo (metanol) por 48 h. La viabilidad
celular fue medida usando una solucién de MTT (0.25-5 mg/mL). Trascurridas 4 h, se
disolvieron los cristales de formazan formados y la ODssonm fue determinada usando un lector
de placas (Multiskan GO, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

Ensayo de clonogenicidad: la capacidad replicativa de células HT-29 fue confirmada usando
el método descrito previamente por [37,38]. 750 células/pozo fueron cultivadas en placas de
6 pozos por 6 h y posteriormente tratadas con PADF (0-27.64 pg/mL) o vehiculo por 48 h.
Después de este tiempo, el medio fue reemplazado por medio fresco y se dejaron formar las
colonias por 7 dias. Finalmente, las colonias se fijaron y se tifieron con una solucion de cristal
violeta al 0.5% para ser contadas usando un estereomicroscopio (EZ4 HD, Leica
Microsystems, Singapore).

Ensayo de cicatrizacion (wound healing): células HT-29 (2x10° células/pozo) se dejaron
crecer en placas pDish®**™ (lbidi, Munich, Germany) hasta confluencia absoluta. Posterior a
esto, el inserto central fue removido para generar separacion homogénea en forma linear en
la monocapa y se trataron con PADF (6.91 y 13.82 pg/mL) o vehiculo. El cultivo fue
monitoreado usando un microscopio invertido (Nikon, Melville, NY, USA) equipado con
una camara digital por un periodo de 24 h a 72 h recolectando tres imagenes por réplica en
cada punto de tiempo. El area de separacion entre las monocapas fue medida usando el
software ImageJ (NIH, Bethesda, MD) y los valores fueron normalizados con respecto a la
medida del &rea abierta a tiempo 0 h.

Ensayo de viabilidad celular usando medios condicionados: macr6fagos RAW 264.7 (TIB-
71™) mantenidos en DMEM suplementado con 10% de FBS a 37°C y 5% CO., fueron
cultivados en placas de 24 pozos (200.000 células/pozo). Después de 48 h, los macr6fagos
fueron tratados con una concentracion no toxica de PADF (12.5 pug/mL/1h) y luego se
estimularon con LPS (1 pg/mL) o IL-4 (40 ng/mL) por 6 h para inducir un perfil inflamatorio
M1(LPS) o alternativo M2(IL-4). Los sobrenadantes del cultivo fueron recolectados y
adicionados a células HT-29 previamente sembradas en placas de 96 pozos que
posteriormente fueron incubadas por 48 h. En todos los experimentos se incluyé un grupo de
macrofagos solo estimulados con LPS o IL-4. La viabilidad de las células HT-29 se



determind usando el método de MTT descrito previamente en la seccion Ensayo de viabilidad
celular.

Anélisis del ciclo celular y apoptosis: se empled citometria de flujo para analizar el efecto
sobre la distribucién de las fases del ciclo celular de HT-29 usando tincion con yoduro de
propidio (propidium iodide-PI / kit ab139418; Abcam, Cambridge, UK) y para la deteccién
de células apoptdticas se utilizd la tinciobn con Annexin V-FITC (BMS500FI-100;
eBioscienceTM, San Diego, CA). En breve, 2x10° células/mL fueron expuestas a PADF (3.3-
27.6 pg/mL) por 48 h. Para el analisis del ciclo celular, una vez recolectadas, las células se
fijaron con etanol frio al 66% Y tefiidas con Pl e incubadas con RNase A. Para la apoptosis,
las células se recolectaron y tifieron con Annexin V-FITC y Pl. En ambos casos, el anélisis
se realiz6 empleando un citometro de flujo (FACS Aria Ill, BD Biosciences, San José, CA).

Evaluacién del cambio de potencial de membrana mitocondrial (A¥m): el potencial de la
membrana mitocondrial (A¥Ym) fue monitoreado usando el kit JC-1 Mitochondrial
Membrane Potential (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Células HT-29 (1x10*
células/pozo) fueron sembradas y expuestas a PADF (0-27.64 ug/mL) por 48 h.
Posteriormente, las celulas se incubaron con JC-1 staining solution por 15 min y se
enjuagaron con el buffer siguiendo las indicaciones del fabricante. Las mediciones de la
fluorescencia se realizaron usando un fluorémetro de microplacas (Infinite 200 PRO, Tecan
Trading AG, Switzerland) para cuantificar la fluorescencia de los J-aggregates (excitacion
535 nm y emision 595 nm) y los J-monomers (excitacion 485 nm y emision 585 nm).

Animales de experimentacion: ratones Balb/c hembras (19.41+0.13g) fueron adquiridos del
Instituto Nacional de Salud (Bogota, Colombia). Los animales se hospedaron en cajas de
policarbonato provistas de tapa con filtro y mantenidos en un ambiente controlado
(19.48+0.10°C, 68.63£1.15% de humedad relativa y ciclos de luz/oscuridad de 12 h) con
acceso a agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos se disefiaron y ejecutaron
siguiendo las guias y regulaciones locales e internacionales (European Union regulations
(CEC council 86/809), EU Directive 2010/63/EU, protocols of the Organization for
Economic Co-operation and Development, OECD). Adicionalmente, todos los
procedimientos fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica en Investigacion de la
Universidad de Cartagena (Acta de aprobacidn del proyecto No. 81 de Agosto 13 de 2015).

Modelo de CCR inducido por AOM/DSS: ratones Balb/c (n=12-32) entre las 5 y 6 semanas
de edad fueron aleatoriamente ubicados en alguno de los siguientes grupos: control
(vehiculo), CAC-control (AOM/DSS) y tratados (PADF 10 y 20 mg/Kg, IP). Se indujo
carcinogénesis por inyeccion Unica de AOM (10 mg/Kg, i.p.). Una semana después, los
animales, a excepcion del grupo control (vehiculo), recibieron DSS (2-4%) en el agua por 7
dias. Para promover una inflamacion cronica que conduzca al desarrollo de tumores, los
animales se expusieron a tres ciclos de DSS de 7 dias cada uno, interrumpidos por 14 dias de
agua regular (Fig. 4a) [87]. A los grupos tratamiento se les administr6 PADF durante 21 dias
(10 y 20 mg/Kg, i.p.), dosis que fueron seleccionadas en estudios de toxicidad aguda
previamente realizados (Supporting information). Para verificar la seguridad de las dosis
escogidas, se incluyeron en el estudio dos grupos de animales que fueron administrados
diariamente con PADF 10 y 20 mg/Kg/dia, respectivamente, pero no recibieron AOM o DSS.
Durante todo el experimento, el peso corporal y la consistencia de las heces fue monitoreada
constantemente y, posterior al sacrificio se determinaron parametros macroscopicos como la



longitud y peso del colon, relacion peso/longitud (W/L), progresion del cancer (numero,
tamarfio y carga tumoral). Una porcién del colon fue enrollada desde el extremo proximal
hasta el distal (“Swiss roll”) con el fin de realizar la evaluacién histolégica del tejido colénico
completo. Ademas, se recolectaron muestras de tejido colénico que contenian tumores y
tejido de control adyacente de apariencia normal para su posterior analisis.

Analisis histolégico: los “Swiss rolls” se preservaron en formalina tamponada y se incluyeron
en bloques de parafina para luego ser seccionados en ldminas de 5 pm y tefiidos con H&E.
Los cortes de tejido fueron examinados por dos investigadores en un esquema ciego usando
microscopia 6ptica (DM500, Leica Microsystems, Singapore). Para valorar el dafio
histoldgico, se evaluaron tres factores: gravedad de la inflamacién de la mucosa, displasia y
cancer. El dafio epitelial y la infiltracién celular se calificaron con puntajes de 0 a 4 como se
describe en [88]. La propagacion de la displasia se califico como displasia de bajo o alto
grado y se puntud considerando el area de la superficie mucosa afectada (0-3). EI cancer se
califico como ausente (0), invasivo temprano (1) o avanzado (2).

Analisis de la expresion de proteinas: el tejido colénico fue homogenizado usando TPER®
extraction reagent suplementado con protease inhibitor cocktail y PMFS (Western blot) o
cOmplete tablets Mini, EDTA free (Roche, Mannheim, Germany) (ELISA). Las proteinas
extraidas fueron cuantificadas usando el método de Bradford usando Quick Start Bradford™
1x Dye reagent (Bio-Rad, USA) y Quick Start™ Bovine Serum Albumin (BSA) Standard
(Bio-Rad, USA). Se midieron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-o en sobrenadantes usando
mouse ELISA Kits (Invitrogen, San Diego, CA, USA) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se empled Western blot para evaluar la expresion de pB-catenin, p-ERK/ERK, p-
JNK/INK, p-p38/p38 y PCNA tal y como se detalla en Supporting information.

Analisis estadistico: todos los datos se expresaron como la media + el error estandar de la
media (EEM). La concentracion inhibitoria 50 (Clso) fue calculada usando regresion no
lineal. Los grupos fueron comparados estadisticamente mediante analisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido de un test de Dunnett’s para comparaciones multiples. Valores de
P<0.05 fueron considerados significativos.

Resultados y discusion

Este trabajo presenta evidencia del potencial terapéutico de los calices del tomatillo (P.
angulata) en el contexto del CAC. Aunque este no es el primer estudio en el que se reconoce
e identifica el promisorio efecto antitumoral de derivados obtenidos de los calices de especies
del género Physalis [89], nuestro trabajo ofrece un compendio de resultados obtenidos a
través del desarrollo de experimentos tanto in vitro como in vivo, que muestran la efectividad
de PADF, asi como algunos mecanismos de accion asociados a el efecto biolégico observado.

Se obtuvieron 3.15 g de la fraccion en diclorometano (PADF) a partir de 114 g de célices
secos de P. angulata (rendimiento del proceso: 2.76%) recolectados en la Costa Caribe
Colombiana. Tomando como base la informacion previamente reportada por [83], se
cuantifico el contenido de cuatro tipos de metabolitos (withanolidos, ésteres de sacarosa,
compuestos fendlicos y flavonoides), detectandose en cantidades significativas a los ésteres
de sacarosa como componente mayoritario de PADF (Tab. S1, Supporting information).
El alto contenido de glicosidos (ésteres de sacarosa) contrasta con el bajo contenido de



withanolidos, compuestos fendlicos y flavonoides, siendo estos Gltimos practicamente
indetectables. PADF es una fraccion enriquecida en ésteres de sacarosa, metabolitos
presentes en otras especies del género Physalis, reconocidos por sus propiedades anti-
inflamatorias [81,90,91]. A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que reporta el
importante efecto anti-tumoral de una fraccion enriquecida en ésteres de sacarosa obtenida
de los célices de P. angulata.

La Fig. 1a muestra el efecto inhibitorio de PADF sobre el crecimiento de lineas celulares
originadas a partir de adenocarcinoma colorrectal. Las células HT-29 y Caco-2 fueron
notablemente sensibles a PADF, mostrando valores de Clso de 13.82+0.42 pg/mL y
29.56+3.73 pug/mL, respectivamente. En contraste, las células epiteliales normales de colon,
CCD 841 CoN, no fueron afectadas significativamente por PADF a concentraciones
citotoxicas (por ejemplo, 12.5 ug/mL) mostrando una Clso de 44.80+1.77 pg/mL e indice de
selectividad de 3.24 (HT-29) y 1.52 (Caco-2). Asimismo, PADF demostro baja citotoxicidad
sobre otros tipos celulares no cancerosos como MRC-5 (Clsp=15.47+1.21 ug/mL) [Grafico
no mostrado] y PCS-201-012 (Clsp=30.71+1.92 pg/mL) [85], proporcionando confirmacion
adicional del efecto inhibitorio selectivo de PADF sobre las lineas celulares de CCR.
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Figura 1. Fraccién de P. angulata (PADF) afecta la proliferacion y la migracién de las células de cancer
colorrectal (CRC). (a) Efecto de PADF sobre la viabilidad de células epiteliales coldnicas malignas y normales
usando el ensayo de MTT. (b) Actividad citotoxica de PADF frente a esferoides formados con células HT-29
(3D culture). (c) Efecto de PADF sobre la formacién de colonias de células HT-29 — Ensayo de clonogenicidad.
(d) Efecto de PADF sobre la migracién celular de HT-29 — Ensayo de Wound healing. Los resultados se
expresan como la media + EEM (n=12) y son representativos de al menos tres experimentos independientes.
(*) P<0.05, (**) P<0.01, (***), P<0.001 y (****) P<0.0001 vs. grupo control (sin tratamiento).



Dado que las células HT-29 mostraron mayor susceptibilidad, se selecciond esta linea celular
para estudiar a fondo el efecto biolégico de PADF. Inicialmente, su efecto citotoxico fue
probado a diferentes tiempos de exposicion, lo que permitio demostrar que PADF ejerce
efectos citotoxicos significativos en un tiempo minimo de 6 h, actividad que se mantiene y
aumenta para alcanzar el maximo efecto a las 48 h (Fig. Sla, Supporting information).
Aprovechando la capacidad de crecimiento como esferoides que poseen las células HT-29 se
realiz6 un cultivo tridimensional (3D) con estas células, a fin de obtener una reproduccion
mas real del microambiente del cancer, ya que este tipo de técnica refleja interacciones
fisioldgicas relevantes entre células [92]. Como se aprecia en la Fig. 1b, la actividad de
PADF se conservd en este modelo experimental (Clsp=13.3144.50 pug/mL), mostrando que
esta fraccidén posee ademas un efecto anti-tumoral [93]. Aunque los esferoides son de un solo
tipo de células, son una aproximacién simple en 3D util para representar un CCR, por tanto,
el resultado obtenido sugiere que PADF podria mostrar eficacia en entornos experimentales
mas complejos. En este mismo sentido, PADF inhibié de manera concentracion-dependiente
la capacidad de formacidn de colonias y la capacidad de restauracion de la monocapa -wound
healing- (Fig. 1c y 1d), lo que sugiere que PADF afecta no solo a la proliferacion sino
también a la migracion de las células de CCR.
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Figura 2. Andlisis del ciclo celular de la linea HT-29 después de exponerlas a diferentes concentraciones de
PADF por 48 h. Los resultados se expresan como la media £+ EEM (n=12) y son representativos de al menos
tres experimentos independientes. (*) P<0.05, (**) P<0.01 y (****) P<0.0001 vs. Grupo control (sin
tratamiento).

Con el fin de obtener mayor informacion relacionada con los mecanismos de accion de
PADF, se empled la citometria de flujo para detectar cambios en el ciclo celular de la linea
HT-29 tratada. Como se evidencia en la Fig. 2, PADF induce arresto celular en la fase G2/M
del ciclo y aumentd significativamente la proporcién de células en sub-G1, lo que sugiere
induccion de apoptosis. El arresto en el punto de control G2/M bloquea la entrada a la mitosis



cuando el DNA esté dafiado para permitir la activacion de los mecanismos de reparacion o
la induccion de la muerte celular programada [94]. Para confirmar este importante efecto
bioldgico, se detectd la presencia de tres signos caracteristicos presentes en las células
apoptoticas, tales como reduccion del potencial de membrana mitocondrial (AYM, apoptosis
temprana), translocacion de la fosfatidilserina (marcado con Annexin-V, apoptosis
temprana/media) y fragmentacion del DNA (apoptosis tardia) [95]. Como puede verse en la
Fig. 3a, la tincién con Annexin-V mostré que PADF produce un aumento significativo en la
proporcién de células con translocacion de la fosfatidilserina (apoptéticas - tanto en fase
temprana como tardia), especialmente a la concentracion mas alta probada.
Consistentemente, este efecto fue acompafiado por una reduccion significativa de AYM (Fig.
3b), asi como la degradacion del DNA en las células HT-29 tratadas con PADF (Fig. 3c).
Por tanto, todos los resultados obtenidos nos llevan a concluir que PADF afecta la
proliferacion de células de CCR al inducir en ellas todas las fases de la apoptosis, desde la
temprana hasta la tardia. Para verificar si estos cambios estaban asociados a la generacion de
estrés oxidativo, se midio la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) tal como
se describe en Supporting information. Sin embargo, no se detectaron cambios en la
produccién de estas especies, por tanto, la apoptosis inducida PADF no se da por esta via
especifica (Fig. 1Sb, Supporting information).
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Al notar los resultados prometedores obtenidos in vitro asi como la fuerte actividad anti-
inflamatoria observada previamente por [83], se decidi6 evaluar PADF en un modelo de
CAC, una enfermedad resultante de la secuencia inflamacion-displasia-carcinoma donde hay



proliferacion de células malignas, aumento de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1y
factor de necrosis tumoral-TNF-a), e hiperactivacion de varias vias de sefializacion (proteinas
quinasas activadas por mitdgenos-MAPKSs; el factor de transcripcion nuclear NF-xB y
Whnt/B-catenin) [95]. El uso de modelos animales ha permitido obtener la mayor parte del
conocimiento relacionado con la investigacion del céncer, como identificacion de
carcindgenos, desarrollo de la patogénesis y su progresion, y ha contribuido enormemente a
uno de los aspectos mas importantes en este campo como es la identificacion de candidatos
a farmacos durante el desarrollo preclinico. A pesar de sus limitaciones, la combinacion de
AOM y DSS como modelo de CAC ha ganado popularidad por su reproducibilidad, potencia,
bajo precio y facilidad de uso [96].
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menos tres experimentos independientes. (*) P<0.05, (**) P<0.01, (***) P<0.001 y (****) P<0.0001 vs. CAC-
control.

Como se esperaba, la administracion de AOM/DSS produjo una disminucién dramatica del
peso corporal de los animales, especificamente al final del Gltimo ciclo de DSS (Fig. 4a),
efecto que fue reestablecido significativamente en los animales tratados con PADF a una
dosis de 10 mg/Kg/dia, mientras que los animales que recibieron la dosis mas alta (20
mg/Kg/dia) no lograron revertir este signo de la enfermedad. La evaluacién macroscépica de
las biopsias de tejido coldnico extraidas post-mortem reveld que el 100% de los animales del



grupo CAC-control (AOM/DSS+saline) desarrollaron tumores en el colon medio y distal con
un promedio de 10.82+0.96; en contraste, el grupo control negativo no desarrolld tumores
(Fig. 4b). PADF (10 y 20 mg/Kg/dia) redujo marcadamente la carga tumoral total,
disminuyendo especificamente el nGmero de tumores de gran tamafio (>1 mm), también
redujo significativamente el tamafio tumoral lo que se reflejé en la carga tumoral disminuida
(35-85%) (Fig. 4c-4e). Para evaluar mas a fondo la gravedad de la enfermedad, se midi6 la
relacion peso/longitud (W/L) del colon y; como se esperaba, este parametro se redujo en
animales tratados con PADF. El examen histoldgico de las secciones de colon tefiidas con
H&E del grupo de CAC-control confirmé la presencia de grandes adenomas o
adenocarcinomas dentro del lumen y extension prominente de la displasia (tanto en alto como
en bajo grado), acompafada de inflamacion leve del epitelio e infiltracion celular. (Fig. 5a-
5b). El tratamiento con PADF (10 y 20 mg/Kg) promovié la recuperacion de la arquitectura
tisular al reducir el crecimiento tumoral y la displasia, reduciendo asi el puntaje (score) de la
enfermedad (3.48+0.35 vs. 2.21+0.19) (Fig. 5b).
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Figura 5. PADF mejora el dafio macroscépico inducido por AOM/DSS en ratones. (a) Fotografias
representativas del examen histopatolégico (H&E staining, top panel: 8X, bottom panel: 10X, * crypt abscess).
(b) Score de dafio histologico calculado como se describe en la seccion Materiales y métodos - Analisis
histolégico. (c) Nivel de citoquinas pro-inflamatorias en el tejido coldnico. Los resultados se expresan como la
media £ EEM (n=12-32) y son representativos de al menos tres experimentos independientes (*) P<0.05, (**)
P<0.01, (***) P<0.001 y (****) P<0.0001 vs. CAC-control o vs. Grupo control (sin tratamiento). (++++)
P<0.0001 vs. grupo LPS o IL-4 (sin tratamiento).

Durante todo el tiempo del estudio, el grupo control de toxicidad (sin AOM o DSS),
administrado solamente con la maxima dosis de PADF, fue monitoreado y no presentd
cambios en su peso corporal, estado de salud o algun signo o sintoma de toxicidad (Tab. S3,



Fig. S2, Supporting information). Ademas, un andlisis detallado realizado post-mortem
reveld que sus 6rganos y los parametros hematoldgicos no estaban alterados y no presentaban
diferencias al compararse con los del grupo control sano (vehiculo) (Tab. S2-S3, Supporting
information). En este mismo sentido, PADF tampoco induce efectos genotdxicos como
muestran los resultados obtenidos al aplicar el test de Ames, el de micronicleos y el de
cometas (Fig 2S, Supporting information). En términos generales nuestros resultados
proporcionan evidencia de la seguridad de PADF a la dosis méxima evaluada.

Como previamente se discutid, la liberacion sostenida de citoquinas y mediadores pro-
inflamatorios (IL-1B, IL-6, TNF-a, NO y PGE 2) pueden acelerar el proceso de
carcinogénesis en el colon tanto en humanos como en ratones; por lo tanto son dianas
bioldgicas importantes que deben analizarse en un modelo de CAC [97-100]. Como se
aprecia en la Fig. 5¢, al medirse los niveles de estas citoquinas en biopsias de colon, los
grupos tratados con PADF mostraron una reduccion significativa de TNF-a, IL-6 e IL-1p en
comparacion con el grupo CAC-control. Este efecto anti-inflamatorio de la fraccion de P.
angulata promueve la recuperacion del tejido colonico y la regeneracion de la mucosa que,
sumado al efecto citotoxico que ejerce sobre las lineas celulares de CCR, hace de PADF una
alternativa interesante para tratar el CAC. Como el efecto inmunomodulador sobre
macrofagos reportado previamente para PADF [83] podria generar cuestionamientos,
evaluamos si la fraccion podria inhibir la proliferacion de células de HT-29 tratadas con
sobrenadantes de macréfagos activados con diferentes agentes y tratados con PADF (medios
condicionados). Las células HT-29 tratadas con medios condicionados obtenidos de
macrofagos no tratados y activados con LPS o IL-4 mostraron baja y alta proliferacion,
respectivamente (Fig. 5d). Mientras que los medios obtenidos de macréfagos tratados con
PADF (12.5 pg/mL) y activados con LPS o IL-4 disminuyeron el crecimiento y la
proliferacion de células HT-29 independientemente del estimulo que recibieron los
macrofagos para producir el medio condicionado.

Para extender nuestro conocimiento acerca de los mecanismos de accion asociados al efecto
bioldgico beneficioso de PADF, la expresion de PCNA, B-catenin y MAPKSs (ERK, JNK, y
p38) fue determinada como marcadores de proliferacion anormal, inflamacion y respuesta al
estrés. El analisis Western blot de muestras del tejido colonico mostraron que PADF (10 y
20 mg/Kg/dia) reduce significativamente la expresion de PCNA mientras que aumenta la
fosforilacion de las MAPKSs en comparacion con el grupo CAC-control (AOM/DSS+Saline)
(Fig. 6a-b). Dado que PCNA esta involucrada en la sintesis de DNA y en la iniciacion de la
proliferacién celular [97,100], los resultados obtenidos sustentan aun mas el efecto inhibidor
de PADF sobre células malignas en el CCR. El incremento de la fosforilacion de las MAPKSs
por P. angulata parece contradictorio debido a que la activacién de estas vias estan
relacionadas con la patogénesis y progresion del cancer [99,101,102]. No obstante, la
activacion de esta via es dinamica, pasando de estados de silenciamiento a hiperactivacion
durante la secuencia inflamacion-displasia-carcinoma que tiene lugar en la generacion de la
enfermedad con el modelo AOM/DSS. Por ejemplo, p-p38 es una proteina quinasa altamente
expresada durante la fase de inflamacién, pero cuando el carcinoma y las condiciones para
su progresion estan establecidas, p-p38 regresa a sus niveles normales de expresién. PADF
fue administrada a los animales durante la fase de alto grado de displasia-carcinoma, en
donde se observé un incremento de p-p38 que puede relacionarse con la induccion de
apoptosis de células malignas; similar al mecanismo de accion de farmacos utilizados en la



terapia contra el cdncer como cisplatino, doxorrubicina y camptotecina [103,104]. De hecho,
estudios recientes concuerdan que p38 juega un papel critico en la proteccion vy
mantenimiento de las células epiteliales, favoreciendo a la conservacion de la funcion de
barrera y homeostasis en el colon [105]. En el caso de ERK y JNK, se ha demostrado que
varios compuestos de origen natural inducen apoptosis en células de cancer por aumento de
la fosforilacion de INK y ERK [104,106,107]. La inhibicion de PCNA vy la activacion de p-
p38 fue confirmada usando células de CCR humanas (Fig. 6¢-d). En este ultimo modelo
experimental, se observd ademas, que la fraccion activa de P. angulata disminuyd la
expresion de B-catenin, indicando una inhibicion de la via de sefializacion Wnt, cuya
activacion contribuye a la iniciacion y progresion del cancer colorrectal [106].
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Figura 6. Analisis de la expresién de proteinas implicadas en la progresion de tumores CCR. (a-b) Fotografias
representativas del andlisis Western blot de quinasas activadas por mitégenos - MAPKs (ERK, JNK y p38) y
Antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) en muestras de tejido colénico obtenidas con el modelo
AOM-DSS. La expresion relativa de las proteinas estudiadas fue normalizada con la correspondiente proteina
fosforilada o con GAPDH como se indica en la figura (c-d). Fotografias representativas del analisis Western
blot de p38 MAPK, PCNA y B-catenin en células HT-29. La expresion relativa de las proteinas estudiadas fue
normalizada con la correspondiente proteina fosforilada o con GAPDH como se indica en la figura. Los
resultados se expresan como la media + EEM (n=4) y son representativos de al menos tres experimentos
independientes (*) P<0.05 y (**) P<0.01 vs. CAC-control o células HT-29 no tratadas.

Conclusion

En sintesis, PADF, fraccion activa aislada de los calices de P. angulata, mostrd potente
actividad citotdxica, anti-tumoral y anti-inflamatoria en diferentes modelos experimentales
de CCR, en donde se pudo apreciar que esta fraccion disminuy6 la proliferacion de células
malignas a través de induccidn de apoptosis, arresto del ciclo celular, inhibicidn de citoquinas
y modulacion de vias de sefializacion criticas como la de las MAPKs y Wnt/B-catenin. Esta
bioactividad puede relacionarse con el alto contenido de ésteres de sacarosa, metabolitos con
reconocida actividad anti-inflamatoria y anti-bacteriana. Estos nuevos hallazgos pueden



impulsar al desarrollo de nuevas investigaciones relacionadas con la caracterizacion quimica
de PADF a fin de identificar los compuestos responsables de la actividad bioldgica que, a
futuro, puedan proponerse como candidatos terapéuticos para tratar el cAncer colorrectal.
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CAPITULO 4. QUINONAS: COMPUESTOS DE RECONOCIDA UTILIDAD PARA
EL TRATAMIENTO DEL CANCER

Como se planted previamente, el proceso de la identificacién de nuevos principios activos o
coadyuvantes Utiles en el tratamiento del cancer consta de varias etapas que incluyen
identificacion de especies vegetales medicinales, elaboracion y evaluacion bioldgica de sus
extractos, fraccionamiento bioguiado de los mismos, obtencion de compuestos activos y
creacion de rutas de sintesis organica para mejorar caracteristicas farmacolégicas y aumentar
el rendimiento en su produccion. Agotar cada una estas etapas puede demorar décadas ya que
en cada una se presentan retos que deben superarse para poder continuar a la fase siguiente
[25]. En este orden de ideas, en el desarrollo de esta tesis doctoral abordaron con diferentes
productos. En la primera etapa, exploramos la flora de la Costa Caribe Colombiana con el fin
de identificar aquellos extractos de plantas que presentaran actividad bioldgica in vitro y, de
31 extractos identificamos 11 fuentes de compuestos bioactivos frente al cancer. En lo que
se refiere al fraccionamiento bioguiado, escogimos a la especie P. angulata e identificamos
la fraccion activa PADF, cuya actividad biologica se determind tanto en modelos in vitro
como in vivo. Para continuar con la contribucion a la identificacion de nuevos principios
activos o coadyuvantes de la terapia contra el cancer, en esta etapa de la tesis estudiamos
compuestos producto de sintesis organica cuya estructura quimica o nucleo base fue
descubierto en una fuente natural. Para ello, se escogieron las quinonas naphtho[2,3-b]furan-
4,9-dione (Avicequinone B) y 8-hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl) naphtho[2,3-b]thiophene-
4,9-dione (AKM53) y se profundizé en sus mecanismos de accion biolégica, tomando como
base lo reportado previamente en [1], en donde se sintetizaron una serie de derivados
quinoidales y se evaluaron en cuanto a su actividad anti-proliferativa frente a la linea celular
de cancer colorrectal HT-29 y fibroblastos dérmicos normales (PCS-201-012), utilizando el
método del MTT. Las quinonas se considera una de las familias mas importantes de agentes
antitumorales en la que se incluyen reconocidos compuestos como la doxorrubicina,
daunorrubicina, o mitomicina C, actualmente utilizados en clinica [108,109]. Aungue la
mayoria de los farmacos antitumorales de este tipo han sido descubiertos de manera empirica,
se tiene conocimiento sobre los mecanismos mediante los cuales afectan el crecimiento
celular [110,111] y que evidencian el gran potencial de esta clase de compuestos, razones
gue motivaron la realizacidn de esta etapa de la tesis doctoral. En primera instancia, se evalud
la actividad anti-proliferativa in vitro de ambos compuestos sobre un panel de lineas celulares
de cancer humano y en funcion de los resultados y las prioridades del grupo de investigacion
se selecciono la linea HT-29 para profundizar en el estudio de ambos compuestos. La bateria
de ensayos genotdxicos evaluados (test de Ames, ensayo cometa y ensayo de micronicleos)
demostro que los compuestos no producen efectos mutagénicos. El analisis por citometria de
flujo mostré que los derivados quinoidales inducen aumento significativo de la proporcién
de células apoptoticas (Anexina A5 positivas), asi como arresto del ciclo celular en fase
G2/M (4N). El analisis de secuenciacion de RNA mensajero (RNA-seq), mostro que, de los
12.761 genes evaluados, 491 se expresaron diferencialmente por efecto del tratamiento con
AKM53, con 366 genes regulados a la baja (down-regulated) y 125 regulados al alta (up-
regulated); mientras que el tratamiento con Avicequinone B indujo la expresion diferencial
de 490 de los cuales 341 genes fueron regulados a la baja (down-regulated) y 149 regulados
al alta (up-regulated). En estos mismos resultados se evidencia ademas que los derivados
quinoidales evaluados, inducen cambios transcripcionales sobre numerosos genes



relacionados con respuesta a agentes externos, vias de sefializacion de interferon y de
citoquinas en el sistema inmune. Por tanto, estos compuestos se presentan como potenciales
candidatos para la obtencidn de nuevos agentes, Utiles en la terapia contra el CCR y, nuestro
estudio sienta una la base para futuros proyectos encaminados a continuar la elucidacion
molecular del mecanismo de accion de estos compuestos y el desarrollo de un producto
farmacéutico con utilidad a nivel clinico y alientan a continuar su estudio con miras a la
obtencion nueva andlogos mas potentes y selectivos. En esta etapa de la tesis doctoral se
generaron presentaciones en eventos cientificos, y dos articulos publicados en revistas
indexadas, los cuales se muestran a continuacion.



1. Transcriptome Changes in Colorectal Cancer Cells upon Treatment with
Avicequinone B. Cambios trascriptomicos en células de cancer colorrectal después
del tratamiento con Avicequinone B.

Daneiva Caro, Yanet Ocampo, David Rivera, Jhoan Piermattey, Ricardo Gaitan, Luis A.
Franco. Transcriptome Changes in Colorectal Cancer Cells upon Treatment with
avicequinone B. Adv Pharm Bull. 2020; 10 (4): 638-647. doi: 10.34172/aph.2020.077

Abstract

Purpose: naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (Avicequinone B), a natural naphthoquinone
isolated from the mangrove tree Avicennia alba, is recognized as a valuable synthetic
precursor with anti-proliferative effect. However, the molecular mechanism involved in its
bioactivity has not been investigated. This study aimed to determine the selectivity of
avicequinone B against cancer cells and the transcriptomic changes induced in colorectal
cancer (CRC).

Methods: the cytotoxic effect against adenocarcinoma-derived cells or fibroblasts was
evaluated using MTT assay. In addition, CRC cells were treated with avicequinone B in
different settings to evaluate colony-forming ability, cell cycle progression,
apoptosis/necrosis induction, and transcriptome response by RNA-seq.

Results: avicequinone B effectively reduced the viability of breast, colorectal, and lung
adenocarcinoma cells with ICso lower than 10 uM, while fibroblasts were less affected. The
induction of G2/M arrest and necrosis-like cell death were observed in avicequinone B-
treated HT-29 cells. Furthermore, RNA-seq revealed 490 differentially expressed genes,
highlighting the reduction of interferon stimulated genes and proliferative signaling pathways
(JAK-STAT, MAPK, and PI3K-AKT), as well as the induction of ferroptosis and miR-21
expression.

Conclusion: in short, these results demonstrated the therapeutic potential of avicequinone B
and paved the foundation for elucidating its mechanisms in the context of CRC.

Keywords: Avicequinone B, Colorectal cancer, RNA-sequencing, Interferon stimulated
genes, Ferroptosis, miR-21

Resumen

Obijetivo: naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (Avicequinone B), una naftoquinona natural aislada
del manglar Avicennia alba, es reconocida como precursor sintético valioso con efecto anti-
proliferativo. Sin embargo, el mecanismo molecular involucrado en su bioactividad no ha
sido investigado. Este estudio estuvo encaminado a determinar la selectividad de
Avicequinone B contra células de cancer y los cambios transcriptémicos inducidos en células
de cancer colorrectal (CCR).



Métodos: el efecto citotoxico sobre células derivadas de adenocarcinoma o fibroblastos fue
evaluado usando el ensayo del MTT. Adicionalmente, las células de CCR fueron tratadas con
avicequinone B con el fin de evaluar su efecto sobre la capacidad formadora de colonias,
progresion del ciclo celular, induccion de apoptosis/necrosis y cambios transcriptémicos por
RNA-seq.

Resultados: Avicequinone B redujo efectivamente la viabilidad de células de
adenocarcinoma de mama, colorrectal y pulmonar mostrando Clso menores a 10 pM,
mientras que los fibroblastos fueron poco afectados. Se observé que avicequinone B induce
arresto G2/M y necrosis como muerte celular en células HT-29 tratadas con ese compuesto.
Ademas, el analisis de RNA-seq revelé un total de 490 genes diferencialmente expresados,
destacandose entre estos la reduccion de la expresion de los genes estimulados por el
interferon y vias de sefializacion de proliferacion celular (JAK-STAT, MAPK, y PI3K-AKT),
asi como la induccién de ferroptosis y la expresion de miR-21.

Conclusion: En resumen, estos resultados demostraron el potencial terapéutico de
avicequinone B y sent0 las bases para continuar con la elucidacion de sus mecanismos de
accion en el contexto del CCR.

Introduccién

Los ecosistemas de manglares ocupan la region intermareal y estuarios de las costas
tropicales, tipicamente entre los 30° al norte y sur del ecuador?[112]. Recientemente los
manglares han ganado especial atencion debido a la singular adaptabilidad/tolerancia que
poseen para resistir condiciones ambientales hostiles (por ejemplo, alta salinidad vy
temperatura, suelos fangosos anaerobicos, mareas extremas, vientos fuertes), lo que resulta
en la produccién de compuestos bioactivos novedosos que pueden utilizarse de manera
exitosa para tratar enfermedades incluyendo el cancer'?[112,113]. Sin embargo, las
investigaciones relacionadas con el estudio de los metabolitos extraidos de manglares siguen
siendo limitadas. Avicennia (Avicenniaceae) es el Gnico género de manglares que crece en
todo el mundo, esta conformado por ocho especies de diversa importancia ecoldgica,
fitoquimica y etnomedicinal. Dentro de este género, A. alba, A. officinalis y A. marina son
consideradas especies valiosas por sus propiedades medicinales y composicion quimica. De
hecho, muchos tipos de metabolitos bioactivos ha sido obtenidos de Aviccenia, tales como
flavonoides, taninos, terpenoides, 4cidos grasos y naftoquinonas®[114]. Excepcionalmente
este género estd documentado como una fuente rica en naftogquinonas, las cuales son
reconocidas por su actividad antibacteriana, antioxidante asi como agentes para
quimioprevencion y anticancerigenos*’[2,115-117]. Dentro de estas sustancias, nafto[2,3-
b]furan-4,9-diona (Avicequinone B) y otros derivados estructuralmente relacionados que
poseen el anillo furano como nafto[1,2-b]furan-4,5-diona, han demostrado potente actividad
citotdxica contra células de cancer®1[118-121]. Avicequinone B fue aislada por primera vez
por Ito et al®[2] en el afio 2000 a partir de la corteza de A. alba y afios después Jia et al'?[122]
quien describi6 su aislamiento a partir de hojas de A. marina. Curiosamente, la bioactividad
de Avicequinone B fue estudiada ampliamente desde 1994 cuando Koyanagi et al‘®[123]



propuso un método confiable de obtencion de este compuesto mediante sintesis quimica,
considerdndose como un analogo no natural o un simple precursor durante procesos
biosintéticos. A partir de entonces, la optimizacién en el proceso de obtencion de
Avicequinone B ha sido generador de investigaciones al considerarse como un precursor
importante para la sintesis de nuevos derivados con anillo furano-naftoquinonénico*[124].
En un estudio nuestro encaminado a la optimizacién de estructuras naftoquindnicas
citotoxicas contra el CCR, se identifico a Avicequinone B como un inhibidor efectivo de la
proliferacion de células HT-29 (adenocarcinoma colorrectal)*°[1]. Por tanto, en este trabajo
nos enfocamos a investigar la selectividad de Avicequinone B hacia la inhibicion del
crecimiento de lineas celulares de adenocarcinoma, asi como la exploracion de algunos de
los mecanismos de accion involucrados en su actividad citotoxica usando la secuenciacion
del transcriptoma. Nuestros resultados proporcionan evidencia de varios mecanismos
novedosos correlacionados con la reduccion de un panel de genes inflamatorios, inhibicion
de la sefalizacion relacionada con la proliferacion e induccion de ferroptosis las cuales
fundamentan la eficacia in vitro de Avicequinone B como farmaco con promisoria actividad
anticancerigena CCR.

Materiales y métodos

Compuesto de prueba: Avicequinone B (nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) fue sintetizado como
previamente describié Acufia et al*®[1]. Los datos analiticos confirmaron que la pureza del
compuesto obtenido fue >99%. Para los bioensayos, el compuesto fue disuelto en
dimetilsulféxido (DMSO, Fisher Scientific, USA) y diluido en medio completo en cada
experimento.

Cultivo celular: lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal (HT-29), pulmonar (A549),
prostatico (PC-3) y de mama (MDA-MB-231), asi como fibroblastos humanos adultos
normales dérmicos (PCS-201-012), fibroblastos humanos fetales normales pulmonares
(MRC-5) vy fibroblastos embrionarios de Mus musculus (3T3-L1), fueron obtenidos de la
American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA) y cultivados tal como se
detalla en la seccién Supplementary methods.

Ensayo de viabilidad celular: la citotoxicidad de Avicequinone B fue evaluada usando el
ensayo de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
el cual esta descrito en la seccion Supplementary methods.

Ensayo de clonogenicidad: la capacidad de Avicequinone B para suprimir la replicacién de
células HT-29 y MRC-5 fue confirmada usando el ensayo de clonogenicidad®[37]. Se
cultivaron 750 células/pozo en una placa de 6 pozos por 6h y posteriormente fueron tratadas
con el compuesto de prueba (0-16.4 uM) o vehiculo (DMSO) por 48 h. Trascurrido este
tiempo, el medio de cultivo fue removido y reemplazado por medio suplementado y se
dejaron formar las colonias por 7 dias. Finalmente, las colonias fueron fijadas y tefiidas con
cristal violeta 0.5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y contadas usando un
estereomicroscopio (EZ4 HD, Leica Microsystems, Singapore).



Analisis del ciclo celular: células HT-29 (2x10° células/mL) fueron expuestas a
Avicequinone B (8.20 uM) o vehiculo (DMSO) por 48 h. Posteriormente, las células se
recolectaron, se lavaron con PBS, se fijaron con etanol frio al 66% y se mantuvieron toda la
noche a 4°C. Finalmente, las células fueron tefiidas con yoduro de propidio (PI) e incubadas
con RNase A, usando el Propidium lodide Flow Cytometry Kit (ab139418; Abcam,
Cambridge, UK), de acuerdo a las instrucciones dadas por el fabricante. El efecto de
avicequinone B sobre la distribucion del ciclo celular de células HT-29 fue determinado
usando citometria de flujo (Dako, Beckman Coulter Inc., CA, USA).

Ensayo de citometria de flujo con Annexin V-SYTOX: se determind la proporcion de células
de CCR en Apoptosis/Necrosis usando el Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(ab14086; Abcam, Cambridge, UK). Células HT-29 (2x10° células/mL) fueron tratadas con
Avicequinone B (8.20 uM) o vehiculo por 48 h. Después, se recolectaron las células y se
tifieron con Annexin V-FITC y SYTOX Green dye para medir la proporcién de células vivas,
apoptoticas y necroticas mediante citometria de flujo usando un equipo Beckman Coulter
Dako Cytomation CyAn ADP Cytometer (Dako, Beckman Coulter Inc., CA, USA).

Extraccion y analisis del RNA total: células HT-29 fueron tratadas por 48 h con
Avicequinone B (8.20 uM) o vehiculo por 48 h. Posteriormente, se extrajo el RNA total
usando el GeneJET™ RNA Purification kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania)
siguiendo las especificaciones del fabricante. La pureza y concentracion del RNA fue
determinada usando un espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). El RNA aislado fue enviado a la Corporacion CorpoGen (Bogota, Colombia)
para su analisis; en donde nuevamente rectificaron la pureza y concentracion del RNA usando
un Fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), mientras que la
integridad, medida como numero de integridad-RIN, fue determinada usando un Agilent
2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Las muestras
tuvieron una concentracion variada con valores entre los 11.4 y 97.6 ng/uL; con una relacion
260/280 por encima de 1.85 y valores de RIN estuvieron entre los 4.2 y 9.0, la mayoria de
las muestras tuvieron RIN>7.

Analisis de RNA-sequencing: la preparacion de la biblioteca y la secuenciacion se realizo en
las instalaciones de MR DNA (www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, USA). EI RNA total
de cada muestra (150-500 ng) fue utilizado para la construccion de la biblioteca utilizando el
TruSeq™ RNA LT Sample Preparation kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Luego, la validacion de las bibliotecas enriquecidas
obtenidas a partir de las muestras fue realizada usando el Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) y el Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Se generaron productos (smear) con tamafios entre
461 y 680 bp. Las bibliotecas fueron normalizadas y se agruparon a concentraciones
equimolares (2 nM). Se generaron clisteres en un cBOT (Illumina Inc., San Diego, CA,
USA) usando 5 pM de bibliotecas normalizadas agrupadas. Finalmente, la secuenciacién se
ejecutd en un HiSeq 2500 durante 300 ciclos (2x150 bp, paired end run) (Illumina, Inc,
California, USA). El anélisis bioinformatico se detalla en Supplementary methods.



Quantitative real-time PCR (RT-qPCR): para validar el analisis de RNA-sequencing, se
seleccionaron para RT-gPCR seis genes diferencialmente expresados (DEGs, tres up-
regulated y tres down-regulated). Los detalles del analisis se describen en Supplementary
methods y las secuencias de los cebadores (primers) empleados se especifican en la Table
SL.

Analisis estadistico: cuando fue apropiado, los datos se presentaron como la media + el error
estandar de la media (EEM). Los datos fueron analizados utilizando un test de t student o un
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de un test de Dunnett’s para
comparaciones multiples. La significancia estadistica se considerd para valores de P<0.05.

Resultados y discusion

Avicequinone B demostré una actividad inhibitoria selectiva frente a celulas de cancer:
como se reporto recientemente'®[1] Avicequinone B (naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione, Figura
1A) demostrd una potente actividad citotdxica frente a células de CCR (HT-29) con una
concentracion inhibitoria (Clso/IC50) de 8.20+£0.06 uM. De manera similar, el compuesto de
prueba afectd la viabilidad de celulas de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231;
1C50=6.43+0.28 uM), pulmén (A549; 1C50=2.71+0.18 uM) y prostata (PC3; 1Cs0=11.65+1.54
uM) (Figura 1B). La selectividad de Avicequinone B fue confirmada usando fibroblastos de
pulmén (MRC-5; 1C50=21.80+2.68 uM), dérmicos (PCS-201-012; 1C50=9.12+0.29 uM) y
murinos (3T3-L1; ICs=10.71+0.89 uM). Dado que Avicequinone B y su analogo angular
(naphtho[1,2-b] furan-4,5-dione) se han reportado previamente como potentes agentes
citotoxicos frente a células de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y de pulmdn
(A549, H460 y NCI-H460)%1[118-121]; continuamos el estudio farmacoldgico de
Avicequinone B utilizando las células de CCR HT-29. El ensayo de clonogenicidad mostro
que Avicequinone B a concentraciones citotoxicas (8.20 y 16.40 uM) inhibi6 la capacidad
de formacion de colonias de células HT-29, confirmandose su efectividad frente a células de
CCR (Figura 1C), a diferencia del efecto observado sobre fibroblastos MRC-5, que a las
mismas concentraciones evaluadas en HT-29 se mostraron viables y formaron algunas
colonias, sin embargo, el tratamiento con el compuesto de prueba afecto significativamente
la tasa de proliferacion, lo que generd preocupacion sobre su seguridad. Para continuar
nuestra investigacion sobre las propiedades de Avicequinone B como compuesto con alto
potencial para desarrollar nuevos farmacos anti-CCR, se llevd a cabo un conjunto de tres
pruebas de genotoxicidad in vitro (test de Ames, ensayo de micronicleos y cometa) cuyos
pasos metodoldgicos se describen detalladamente en Supplementary methods. Los
resultados permitieron evidenciar que Avicequinone B no produce efectos mutagénicos
cuando se utiliza a la concentracion citotoxica probada (1Cs0=8.20 uM) (Figure S1).
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Figura 1. Avicequinone B inhibe la viabilidad y proliferacion de células de cancer. (A) Estructura
guimica del compuesto de prueba. (B) La viabilidad de varias células de adenocarcinoma humano (A549,
HT-29, MDA-MB-231 y PC-3) fue selectivamente reducida en comparacion a la de los fibroblastos normales
(MRC-5, PCS-201-012 y 3T3-L1). El porcentaje de células viables en el grupo control fue del 100%. Los
resultados son representativos de al menos dos experimentos independientes y se expresaron como la media +
EEM (n=6-11 datos por grupo). (C) La capacidad de formacion de colonias de células HT-29 fue suprimida
completamente por Avicequinone B (8.20 y 16.40 pM) mientras que los fibroblastos fueron afectados
parcialmente. Como farmaco quimioterapico de referencia se utilizé doxorrubicina (DOXO). Fotografias
representativas de las colonias se muestran a un aumento de 8X.

El efecto anti-proliferativo de Avicequinone B ocurre por induccion de arresto en la
progresion del ciclo celular y muerte celular: como se aprecia en la Figura 2A, el tratamiento
con Avicequinone B, ocasiond un incremento significativo en la proporcion de células 4N
(en fase G2/M) de 19.58+2.79% (control-0 uM) a 34.90+3.98% (Avicequinone B-8.20 uM),
mientras que las poblaciones celulares con 2N (fase G1) y 2N-4N (fase S) tuvieron una
tendencia a la disminucién. Por tanto, con estos resultados podemos decir que el compuesto
de prueba desencadena un arresto del ciclo celular en la fase G2/M de células HT-29; lo cual
concuerda con lo reportado previamente por Tseng et al°[119] quien observd el mismo efecto
pero en células K562 (leucemia). Por otro lado (Figura 2B), la tincion con Annexin V-FITC
y SYTOX demostro que Avicequinone B (8.20 uM) aumenta la proporcion de células HT-
29 con fluorescencia verde intensa (indicativo de necrosis) sin aumentar de manera
significativa la proporcion de células apoptéticas (fluorescencia verde). Este resultado difiere
al obtenido por Prateep et al’[118], quien reporto la induccion de apoptosis y no de necrosis
en células H460 tratadas con Avicequinone B, discrepancia que puede explicarse por las
diferencias en el tipo y disefio experimental empleado, ademas de la concentracién utilizada
del compuesto de prueba (valor menor a la ICso reportada).

La secuenciacion del transcriptoma revel6 que Avicequinone B promueve la muerte celular
principalmente por reduccion de la expresion de genes estimulados por IFN: para evaluar el
mecanismo involucrado en la bioactividad de Avicequinone B frente al CCR, se llevé a cabo
un estudio comparativo RNA-seq basado en el analisis del transcriptoma de células HT-29
tratadas con vehiculo (control) o una concentracion citotoxica del compuesto de prueba (8.20



uM). Los datos de RNA-seq mostraron similitudes en las lecturas, velocidad de mapeo,
contenido de GC en todas las muestras analizadas (Table S2, n=3): En el experimento, de
los 12761 genes estudiados, 490 genes fueron diferencialmente expresados (Figura 3A).
Estos se obtuvieron usando un umbral (threshold) de 0.05 para la significancia estadistica (p-
y FDR -g- values) y un log fold change de expresion con un valor absoluto de al menos 0.5.
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Figura 2. Avicequinone B induce arresto del ciclo celular y necrosis como muerte celular. Los datos de
citometria de flujo mostraron que (A) células HT-29 tratadas por 48 h con Avicequinone B (8.20 uM) detienen
su ciclo celular en fase G2/M (4N) y (B) mueren por necrosis. Los histogramas caracteristicos muestran el
numero de células (eje vertical) vs. el contenido de DNA marcado con Pl (yoduro de propidio) o Annexin-
VI/Sytox Green (eje horizontal — Canal FL2 y FL1, respectivamente). Los resultados son representativos de al
menos tres experimentos independientes y se expresan como la media + EEM (n=3-10 datos por grupo). Las
diferencias significativas respecto al grupo control y se indican para *P<0.05 y **P<0.01.

Avicequinone B regul6 significativamente a la baja (down-regulated) la expresion de 341
genes y 149 genes fueron regulados al alta (up-regulated) (Table S3). Para validar el anélisis
del transcriptoma (RNA-seq), se midieron los niveles de seis genes diferencialmente
expresados (3 up-regulated: SPRR1B, AKAP12, CYP1Al y 3 down-regulated: IFITM1,
IF144L, EPSTIL) utilizando RT-qPCR. Los resultados obtenidos fueron consistentes con los
obtenidos en el RNA-seq, mostrando una correlacion significativa (least-squares linear
regression, P<0.05; R?= 0.909-0.935; Figure S2), validando asi el analisis. Los niveles de
los genes diferencialmente expresados fueron integrados dentro de una red de interaccion
proteina-proteina construido con STRING database (interaction score >0.4). Los genes
ubicados en el eje central se identificaron por analisis topoldgico usando Cytoscape Network
Analyzer. Como se muestra en la Figura 3B, la mayoria de los nodos (circulos rojos) de
mayor tamafio o con mayor grado de interaccion (ISG15, STAT1, OAS1, OAS2, OAS3,



MAPKS3, EGFR, MX1, OASL y IFIT1) son genes regulados por interferon (IRGs) y su
expresion fue reducida por el tratamiento con Avicequinone B. Dentro de estos genes,
STAT1, ISG15, MAPK3, y en menor medida OAS2 presentaron puntuaciones de centralidad
(centrality scores) mas altos. Ademas, cerca del 39% de los genes regulados a la baja (down-
regulated) estan controlados por Interferon tipo | o Tipo Il (Figura 3C), segun la
clasificacion en la base de datos de Interferome. Asimismo, dentro del top 10 de genes
regulados a la baja (down-regulated) (Table S4), siete se identificaron como parte del sistema
IRGs (IFITM1, IFI44L, RSAD2, EPSTI1, TNNC1, GPRC5B y CMPK2).

= 20

-Log10(adjPVal

108-64-202 4 6 810
Log2Fold Change

C.

Interferon Regulated Genes (IRGs)

@D (65

Down-regulated Up-regulated
(341 DEG) (149 DEG)

Log2(Fold Change)
[ |
-4.13 00 413

Figura 3. El tratamiento con Avicequinone B redujo las sefiales transcriptémicas inflamatorias de células
HT-29 por reduccién de la expresion de genes regulados por interferén (IRGs). El analisis transcriptomico
fue desarrollado por medio de RNA-seq. (A) El Volcano plot presenta los cambios de expresion de mRNA de
celulas HT-29 tratadas con Avicequinone B comparadas con las del grupo control. Todos los genes medidos
(puntos) estan representados en términos de los cambios de expresion calculados (eje X) y la significancia del
cambio (eje y). La linea punteada representa los thresholds utilizados para seleccionar los genes
diferencialmente expresados (DEGs): 0.5 para cambios en la expresién y 0.05 para significancia. Los DEGs
estan representados como puntos rojos (490). (B) La red de interaccién proteina-proteina de los DEGs fue
construida utilizando STRING database (score=0.4) y analizada usando Cytoscape. Cada nodo representa una
relacion gen/proteina, los bordes representan la interaccidn entre gen/proteina, el tamafio de los nodos es
proporcional al grado del nodo, la forma indica la direccion de la expresién (cuadros: up-regulation y circulos:
down-regulation) y el color representa el Log2 Fold Change. (C) Numero de genes tipo | (naranja) vy tipo Il
(azul) regulados por interferén (IRGs) que fueron identificados en la lista de DEGs regulados por Avicequinone
B usando Interferome database, depurados por especie (Homo sapiens) y sistema (tracto gastrointestinal).

Paralelamente, el andlisis del top 10 de genes up-regulated por Avicequinone B (Table S5)
mostrd gque algunos estan asociados con el desarrollo de la envoltura cornificada, la epidermis
y las uniones celulares (SPRR1B, SCEL y TNC), otros estan relacionados con la
desintoxicacion (CYP1Al) y la supresion tumoral en CCR (AKAP12). Adicionalmente, el
tratamiento con Avicequinone B favorecid la expresion de genes ligados a mRNA de baja



abundancia en células que conforman tejidos afectados extraidos de pacientes con CCR
(SLC7A11, SCEL, LRRN4, y SERPINA3). En este andlisis transcriptomico, se observd
ademas que el tratamiento con Avicequinone B de las células HT-29 afectd la expresion de
dos marcadores de metastasis de CCR: HOPX (down-regulated) y TNC (up-regulated), lo
cual pudo ocurrir probablemente como respuesta de supervivencia de celular.

A. B. Statistics of Pathway Enrichment
'W Response to type | interferon
/,/ y Type |l interferon signaling pathway InfluenzaA- [ ]
© 5  Cellularresponseto type | interferon Cell adhesion molecules (CAMs) - ®
. s ﬁ Defense response Hopatitls C ®
BIOlOQICG' ‘i Innate immune response . . CP I_‘ i
Process < Responsetoexternal stimulus Human papillomavirus infection - .

z . Responseto stimulus Autoimmune thyroid disease — . No. of
' AW Response to chemical iiic) genes
//I ‘S‘&‘l‘%\ Response to organic substance A"(’g“mq_edw"

111 Cell communication Graft-versus-host disease - . .
Herpes simplex infection - .
Receptorbinding Antigen processingand presentation - ° [ ]
Molecular transducer activity Type | diabetes mellitus = . @
/ Receptoractivity Bladd
— | Transmembrane receptor activity > haGercancer- 9, [ J
Molecular === antigenbinding é Measles ® )
Function S Receptorligandactivity T Pancreatic cancer~ ° )
& Receptonegulato_rmlyhy ) E Brssstzinceed ® Y
Sy act; °
y Peptide antigen binding Kaposi's infection ~ (] 4
Signaling receptor activity Proximal tubule bicarbonate reclamation - . °
Glycine, serine and threonine metabolism— ° :
Plasima membrane Protein digestion and absorption - o
Cell periphery
Extracellular region Jak-STAT signaling pathway — [ ]
Plasma membrane part Cellular senescence — [ ]
: Cellular Extracellular space Phagosome ®
i—; Component Exiracelufatreglon p“"'ﬂasma Viral myocarditis - .
'Q@% Integral plasma PI3K-Akt signaling pathway — o
@.J“ Extracellular organelle Ferroptosis — °
Extracellular vesicle HTLV-linfection— @
|
pValue 0 1 2 3 4 5
005 —Log10[p]

Figura 4. Avicequinone B altera la expresion de genes asociados con la supervivencia celular,
proliferacién, union celular y sefializacién, respuesta a interferén y virus, vias del cancer y ferroptosis.
(A) Genes diferencialmente expresados (DEGS) entre células HT-29 tratadas con Avicequinone B (8.20 uM) y
control (vehiculo), estos fueron categorizados dentro de tres dominios: procesos bioldgicos, funcién molecular
y componentes celulares mediante ontologia de genes (GO) y analisis de enriquecimiento utilizando el software
iPathway online; se consideraron p<0.05 para los valores de cortes de p corregidos en comparaciones multiples
usando FDR y Bonferroni. Las graficas GO resumen los términos sobreexpresados para cada dominio. Cada
seccidn de la grafica representa un término diferente, la altura de la seccion es proporcional al nimero de DEGs
y la significancia del enriquecimiento se visualiza usando una escala de color, el azul cian representa los menos
significativos y el magenta los mas significativos. (B) Grafico de dispersién de las veinticinco vias
significativamente mas enriquecidas para los DEGs segln la categorizacion del software iPathway online. Las
vias (eje-x) estan clasificadas de acuerdo a su significancia (eje-y) las cuales se representan en términos del log
(base 10) negativo del valor de P (sin corregir). El tamafio de los puntos representa el nimero de DEGs.

Los datos de la expresion de genes fueron estudiados en el contexto de vias, ontologia de
genes (GO) y miRNAs usando el software iPathway online. Los resultados mostraron que 49
vias moleculares fueron impactadas significativamente. En el analisis de los p-values sin
corregir, se encontrd un enriquecimiento significativo de 1684 términos GO y 5 miRNAs. En
la Figura 4A, se observan los términos GO enriguecidos que se relacionan con procesos
biologicos, funcion molecular y componente celular, enfatizandose en los 10 términos GO
que estaban enriquecidos significativamente. El tratamiento con Avicequinone B induce
enriquecimiento de términos GO relacionados con el inicio y progresion del cancer, tales
como proliferacién, diferenciacion y migracion celular, angiogénesis, regulacién de la
muerte celular programada y apoptosis. Avicequinone B induce ademas el enriquecimiento



de términos GO relacionados con sefializacién y adhesion entre células, el ensamble de la
membrana plasmatica y espacio extracelular, respuesta a farmacos y a estrés oxidativo. En
particular, el tratamiento con el compuesto de prueba produjo la expresion diferencial de
genes asociados a términos de la respuesta inmune que produce a través de la via de
sefializacion de interferon (IFN) y procesos de respuesta a virus. Ademas, el andlisis de
impacto revel6 que de las 25 vias afectadas (Figura 4B); 8 estan relacionadas con infecciones
virales (influenza A, hepatitis C, infeccion por virus del papiloma humano, infeccion por
herpes simple, sarampion, sarcoma de Kaposi asociado a infeccion por herpes, miocarditis
viral e infeccion por HTLV-I). Esta asociacién caracteristica de Avicequinone B con
términos y vias relacionadas con la respuesta inmune a virus se explica por la regulacion a la
baja (down-regulation) de los IRGs, descrita en parrafos anteriores.

El tratamiento con Avicequinone B impact6 significativamente vias relacionadas con otros
tipos de céncer, tales como KEGG:05219 (céncer vesical), KEGG:05212 (cancer de
pancreas) y KEGG: 05224 y de mama (KEGG: 05224) (Figure S4). Estas vias comparten
una expresion diferencial de genes relacionados con la proliferacion celular, diferenciacion,
migracion (ERK y EGFR) y progresion del ciclo celular (p21 y E2F). Curiosamente, el
compuesto de prueba regul6 a la baja (down-regulated) genes que pertenecen a la familia
WNT y oncogenes (FGFR3 y HES1), mientras que reguld al alta (up-regulated) el gen
supresor de tumor BRCAZ2. El analisis de vias genéticas también mostrd que Avicequinone
B impact6 aquellas relacionadas con el desarrollo y homeostasis (JAK-STAT-KEGG:04630)
(Figura 5A); regulacion de la muerte celular (ferroptosis-KEGG:04216) (Figura 5B);
interacciones celulares (moléculas de adhesion-KEGG:04514); proliferacion y supervivencia
celular (PIBK/AKT-KEGG:04151 y MAPK-KEGG: 04010) (Figures S5y S6).

De manera general, los resultados sugieren que los IRGs pueden desempefiar un papel
regulador central en la bioactividad de Avicequinone B. En las ultimas décadas, la
idealizacion de los IFNs, especialmente del INF-y como guardian inmunoldgico contra
enfermedades neoplasicas malignas ha cambiando!’[125]. De hecho, los IFNs actian
directamente sobre las células de cancer inhibiendo la proliferacion, modulando la apoptosis,
desarrollando la expresion antigénica y regulando al alta (up-regulated) la expresion de
moléculas inmunoldgicas que interactian complementariamente con células del sistema
inmunolégico que inhiben células inmunosupresoras y activan macrofagos asociados a
tumores (TAMS)*[126]. Sin embargo, al igual que la mayoria de las citoquinas, los IFNs
inducen un mecanismo de feedback inhibitorio para moderar la magnitud de la respuesta
inmune evitando el dafio tisular, por lo tanto, en un escenario donde los sistemas de supresion
de respuesta superen a los mecanismos activadores, los IFNs podrian favorecer a la
generacion de sefiales anti-apoptéticas y relacionadas con proliferacion en las células de un
tumor, proporcionando de esta manera una ventaja en la supervivencia. De hecho, en algunos
tumores el IFN-y induce en células tumorales y en TAMs la expresion de receptores
inhibitorios como el ligando 1 de muerte celular programada (PDL1), mientras que en células
dendriticas induce la expresion del supresor de la sefial de citoquinas 2 (SOCS2)*°[127]. En
concordancia con lo anterior, hay algunos estudios que demuestran la asociacién entre la
sobreexpresion de IRGs y aparicion de resistencia farmacoldgica en células tumorales.



El sorprendente papel que ejercen los IFNs y los IRGs como importantes actores en la
progresion y resistencia de células de cancer ha despertado gran interés, especialmente en el
contexto del CCR, debido a que cada vez hay mas evidencia que las células y tejidos
afectados extraidos de pacientes con la enfermedad poseen una sobreexpresion de IGRs
cuando se comparan con muestras de células y tejidos normales. Por ejemplo, algunos IRGs
tales como CMPK22°21[128,129], IFITM1??%6[130-134], IFITM2%?7[130,135],
IFITM3?228[130,136], IRF2?°[137], 1SG15°°[138], MX1%:%?[139,140] y PLSCR1%[141],
han sido propuestos como marcadores de diagndstico, agresividad y prondstico de CCR. De
manera interesante, el tratamiento de células HT-29 con Avicequinone B disminuyo la
expresion de varios IRGs relacionados con CCR (CMPK2, IFIT1, IFITM1, IFITM2,
IFITM3, ISG15 y PLSCR1) y otros IRGs relacionados con cancer en general (IF127, IFIT2,
IFIT3, IRF7, IRF9 y STAT1). Aunque en muchos casos la fuente celular de los IFNs o IRGs
no ha sido bien definida, las células del epitelio intestinal juegan un papel importante como
productores de citoquinas inflamatorias (incluyendo IFNs) que estimulan la respuesta anti-
viral, dentro de muchas otras funciones celulares®**[142] vy, se especula que su produccion
sostenida podria iniciar y mantener el crecimiento tumoral. En este sentido, algunos autores
como Wagner et al®?[140] han identificado que la elevada expresion de genes inflamatorios
regulados por IFN (por ejemplo, IFIT1, MX1, IFI44L, entre otros) es un factor clave que se
encuentra asociado con la resistencia intrinseca o adquirida de células epiteliales de CCR
KRAS-mutant hacia inhibidores de mitogen-activated protein kinase (MEK:i), lo que explica
la falla clinica que presentaron los farmacos representantes de este grupo como el trametinib,
para tratar KRAS-CCR y BRAF-CCR; mientras que este mismo farmaco fue exitoso para
tratar el melanoma BRAF-mutant, por lo que sus datos experimentales confirmaron que el
ambiente inflamatorio intrinseco en el colon se intensifica con KRAS y quimioterapia,
resultando en un microambiente tumoral gobernado por persistentes eventos de transcripcion
de IFN inflamatorios que proveen de resistencia a células de CCR, permitiendo la
supervivencia y la proliferacion. Por tal razon, se consideran exitosos los tratamientos que
suprimen los IRGs que posean efecto anti-proliferativo tanto in vivo como in vivo
(inhibidores de bromodominio).

En este mismo sentido, la efectiva citotoxicidad frente a células HT-29 que produce
Avicequinone B, involucra abundante inhibicidn de la expresion de IRGs, acompafiada de
un impacto significativo sobre la via candnica Janus kinase-signal transducer (JAK) y la via
de sefalizacion del activador de la transcripcion (STAT), ambas activadas por IFNs y otras
citoquinas (Figura 5A). En células normales, la activacion de la via de sefializacion JAK-
STAT es corta y rapida, mientras que su activacion o sobreexpresidn constitutiva conduce a
transformacion oncogénica, invasion por parte de células tumorales y metastasis®*[143]. En
particular, se ha reportado una elevada expresion o activacion de JAK, STAT, IRF9, asi como
la inhibicion de las proteinas supresoras de la sefial de citoquinas (SOCS), para varios tipos
de cancer incluyendo el CCR®%-%[144-147]. En células HT-29, el tratamiento con
Avicequinone B redujo significativamente la expresion de varias proteinas involucradas en
esta via de sefalizacion, desde el receptor hasta genes blanco, induciendo ademas la
expresion de SOCS. Notablemente, las naftoquinonas que se dan en las fuentes naturales que
estan estructuralmente relacionadas con Avicequinone B (por ejemplo, las furano-



naftoquinonas sustituidas), han sido reportadas recientemente como inhibidores de la STAT3
con fuerte actividad anti-proliferativa®°[148], lo que soporta nuestros hallazgos. No obstante,
la posible inhibicion directa o a través de reguladores de STAT por parte de Avicequinone B
debe ser confirmada. En general, los resultados indican que la Avicequinone B inhibe
significativamente la respuesta de JAK-STAT-IRGs, lo que resulta en una regulacion a la
baja (down-regulation) de IRGs como un importante mecanismo de actividad anti-
proliferativa frente células HT-29. Ademas, Avicequinone B impacto significativamente otra
via de sefializacion relacionada con la proliferacion celular y supervivencia tales como
phosphatidylinositol-3°-kinase (PI13K)/serine-threonine kinase (AKT) y mitogen activated
protein-kinase (MAPK). En este mismo sentido, se ha identificado a la quinasa reguladora
de sefiales extracelulares (ERK) como un importante blanco molecular suprimido por
Avicequinone B. Notablemente la activacion y expresion de ERK estéa involucrada en la
respuesta celular frente a estimulos ambientales, regulando asi el ciclo y diferenciacion
celular y la senescencia, lo que es critico para la iniciacion y progresion del cancer (Figure
S4). En este contexto, Prateep et al®[118], demostrd que la inhibicidn de la fosforilacion de
ERK por parte de Avicequinone B es un importante mecanismo de accion involucrado en la
induccion de la muerte celular programada por desprendimiento de la matriz celular
adyacente, conocida también como anoikis, en celulas de cancer pulmonar. En conjunto, toda
la evidencia experimental recolectada demostrd que la via de sefializacion relacionada con
ERK posee un importante rol en el efecto citotoxico del compuesto de prueba frente a células
de cancer.

Otra importante via impactada por Avicequinone B fue la relacionada con el proceso de
ferroptosis, un tipo de muerte celular programada no apoptotica no necrética oxidativa
dependiente de hierro, que involucra una peroxidacion lipidica catalizada por hierro. La
ferroptosis puede ser inducida por dos clases de sustancias, las de clase 1 o inhibidores del
cystine/glutamate antiporter (sistema X¢ SLC3A2/SLC7A11) que reduce el contenido de
glutation (GSH) v, las de clase 2 o inhibidores de la glutation peroxidasa 4 (GPx4)*'[149].
Al observar nuestros resultados (Figura 5B) se puede afirmar que la muerte celular inducida
por Avicequinone B se da como consecuencia de tres sucesos; (1) disminucion de la funcion
del sistema X¢ (lo que disminuye la reserva de GSH e induce SLC3A2/SLC7A11) o (2)
induccidn de estrés oxidativo a través de reacciones redox con una consecuente disminucion
de las reservas de GSH y sobreexpresion de glutamato cisteina ligasa (GLC). Tanto (1) como
(2) estan acompariados de un tercer suceso (3) que corresponde a un incremento de hierro
intracelular por regulacion a la baja (down-regulation) de LC3A y regulacién al alta (up-
regulation) de los pseudogenes de ferritina (FTH1P10 y FTH1P20). Cabe anotar que
Avicequinone B cambia la expresidén de SLC7A11, SLC3A y LC3 hacia la direccion opuesta
a las alteraciones encontradas en CCR**%4[150-152]. Adicionalmente, Avicequinone B
también redujo la expresion de HSPB1 (conocida también como HSP-27), una proteina de
shock térmico asociada a resistencia a quimioterapia y mal prondstico en CCR*%6[153,154].
Curiosamente, HSPBL1 protege a las células del estrés oxidativo por reduccion de la captacién
celular de hierro**8[155,156]; asi mismo, su supresion sensibiliza células cancerosas (HeLa,
U20S y LNCaP) y xenoinjertos (xenografts) humanos en modelos murinos para inducir
ferroptosis por erastina**[157]. Sumado a los resultados obtenidos en el analisis del



transcriptomico, el aumento de la entrada de SYTOX Green, un colorante de acidos nucleicos
impermeable a la membrana que marca a células con rupturas de membranas plasmaticas, es
un hecho consistente con la induccion de ferroptosis, como previamente describié Kim et
al’°[158]. Por tanto, nuestros resultados sugieren que Avicequinone B induce ferroptosis
como mecanismo novedoso de inhibicién de la proliferacion celular.
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Figura 5. Las vias de sefializacion JAK-STAT vy ferroptosis son importantes para la citotoxicidad de
Avicequinone B sobre células HT-29. El tratamiento con Avicequinone B (8.20 pM) impacta
significativamente la expresion de genes involucrados en las vias de sefializacion JAK-STAT vy ferroptosis,
ambas incluidas en el grupo de las 25 vias méas impactadas. (A) La inhibicién de la via JAK-STAT puede
explicar la marcada supresion de genes regulados por interferdn (IRGs); (B) mientras que la muerte celular a
través de ferroptosis se asocia con el incremento de la captacidn de Sytox y estrés oxidativo inducido por el
compuesto de prueba. El anélisis de impacto fue desarrollado usando el software iPathwayGuide online. El
mapa de calor ubicado en la parte superior izquierda muestra el Log?2 fold change (LogFC), donde el color azul
indica genes regulados a la baja (down-regulated) y el color rojo indica genes regulados al alta (up-regulated).
Solo se muestran aquellos genes que bajo nuestro criterio presentan una importante expresion diferencial
(Log2|(fold)|>0.5, P value < 0.001 y g-value < 0.05). Las flechas en negrita resaltadas en rojo indican cascadas
afines o relacionadas.



De manera alternativa, con base en el enriquecimiento de genes blanco diferencialmente
expresados a la baja (down-regulated), el analisis de los datos de expresion génica predijo la
presencia de 5 miRNAs (hsa-miR-590-5p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-329-3p; hsa-miR-362-
3p y hsa-miR-1306-5p). Dentro de estos, hsa-miR-21-5p mostrd ser una importante diana
molecular de Avicequinone B. La prediccidn que involucra a este miRNA podria aparecer
como un efecto secundario adverso del tratamiento con Avicequinone B, ya que es un
miRNA oncogénico bien caracterizado en CRC [159], sin embrago, también podria indicar
que el compuesto de prueba esté induciendo estrés celular severo que podria estimular su
produccién como mecanismo compensatorio®?[160]; o que Avicequinone B podria estar
promoviendo una induccién directa de miR-21-5p que sensibiliza las células HT-29 a la
muerte. Esta Gltima afirmacion esta respaldada por evidencia experimental previamente
descrita, en donde se demuestra que células de CCR exhiben una mayor sensibilidad al
tratamiento de quimiorradiacion por sobreexpresion de miR-21-5p>3[161]. Sumado a esto, la
berberina (un alcaloide de isoquinolina natural) suprimid el crecimiento e indujo apoptosis
en las células HepG2 (cancer hepatico), a través de la sobreexpresion de miR-21%4[162].

Conclusion

En resumen, nuestros datos demostraron el efecto citotdxico de Avicequinone B, una furano-
naftoquinona natural de Avicennia alba, y su selectividad frente a varias lineas celulares de
adenocarcinoma, incluidas las células de CCR HT-29. En esta linea celular, el efecto anti-
proliferativo del compuesto de prueba fue inducido por arresto del ciclo celular en G2/M y
necrosis como muerte celular por induccion de la expresion de genes anti-inflamatorios, con
supresion de IRGs probablemente por el bloqueo de la via JAK-STAT-IRGs, combinada con
la inhibicién de la sefializacion de la proliferacion, sumado a la induccion de ferroptosis y
expresion de miR-21. Tomados en conjunto, estos resultados proporcionan informacion
acerca de nuevos mecanismos implicados en el potencial efecto anti-cancer de Avicequinone
B, asi como otras naftoquinonas sustituidas y alientan a la realizacion de estudios adicionales
que permitan validar su actividad en modelos in vivo.
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2. A promising naphthoquinone [8-hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl)naphtho[2,3-
b]thiophene-4,9-dione] exerts anti-colorectal cancer activity through ferroptosis and
inhibition of MAPK signaling pathway based on RNA sequencing. Una naftoquinona
prometedora [8-hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl)naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione]
ejerce actividad frente al cAncer colorrectal a través de ferroptosis e inhibicion de la
via de sefializacion de las MAPK basandonos en resultados del RNA sequencing.

Daneiva Caro, David Rivera, Yanet Ocampo, Klaus Mdller, Luis A. Franco. A promising
naphthoquinone  [8-hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl) naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione]
exerts anti-colorectal cancer activity through ferroptosis and inhibition of MAPK signaling
pathway based on RNA sequencing. Open Chemistry 2020; 18: 1242-1255. doi:
10.1515/chem-2020-0170

Abstract

Naphthoquinones are naturally occurring metabolites with recognized anti-cancer potential
but limited clinical application. This study investigated the molecular mechanism of 8-
hydroxy-2-(2-thenoyl) naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compound 1), a new candidate
for colorectal cancer (CRC) treatment, using different experimental settings: MTT,
clonogenic, wound healing, and cell cycle assays; as well as RNA sequencing.
Naphthoquinone 1 selectively reduced the viability and migration of HT-29 cells by G2/M
arrest and changes in their transcriptome signature with significant effect on cellular survival,
proliferation, angiogenesis, response to interferon, oxidative stress, and immune response.
Impact analysis identified ferroptosis and MAPK pathways as significantly affected. In
summary, our results suggest that 1 induces the selective death of CRC cells by inducing
oxidative stress, ferroptosis, and MAPK inhibition.

Keywords: naphthoquinones, HT-29, transcriptomics, pharmacological targets, molecular
mechanisms

Resumen

Las naftoquinonas son metabolitos naturales con un reconocido potencial anti-cancer pero
con aplicacion clinica limitada. Este estudio investigo el mecanismo molecular de 8-hydroxy-
2-(2-thenoyl) naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1), un nuevo candidato para el
tratamiento del cancer colorrectal (CCR), usando una bateria de experimentos: ensayo de
MTT, clonogenicidad, cicatrizacion (wound healing) y andlisis del ciclo celular, asi como
también, secuenciado transcriptomico (RNA sequencing). ElI Compuesto 1 redujo
selectivamente la viabilidad y la migracién de células HT-29 induciendo arresto G2/M y
cambios en su transcriptoma con un efecto significativo sobre la supervivencia y
proliferacién celular, angiogénesis, respuesta a interferon, estrés oxidativo y la respuesta
inmune. El analisis de impacto reveld que las vias de sefializacion de la ferroptosis y la de



las MAPK fueron significativamente afectadas. En resumen, nuestros resultados sugieren
que el Compuesto 1 induce la muerte celular selectiva de células CCR por induccion de estrés
oxidativo, ferroptosis e inhibicion de las MAPK.

Introduccién

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad potencialmente mortal, documentada a nivel
mundial como el tercer tipo de cancer mas diagnosticado y la cuarta causa de muerte por esta
enfermedad. Histéricamente, el CCR ha afectado regiones con alto indice de desarrollo
humano como Norteamérica y paises europeos, en donde las tasas de incidencia y mortalidad
se han ido estabilizando o disminuyendo, en paises de ingresos medios y bajos estas tasas
han ido aumentado, especialmente en paises de Centro y Suramérical*?1[163,164]. A la
gravedad del CCR se le suman los cambios socioeconomicos de estas regiones, por lo que es
importante mejorar las opciones de tratamiento disponibles y especialmente la accesibilidad
a medicamentos que mejoren rapidamente las condiciones del paciente. En este escenario,
los productos naturales han recibido especial atencion para prevenir o tratar el CCR debido
a la efectividad que han mostrado, la poca toxicidad que generan y el facil acceso a
ellost®I[165]. Dentro de los compuestos naturales, las naftoquinonas (NQs) se muestran como
metabolitos interesantes debido a sus propiedades estructurales y biologicas ya comprobadas
cientificamente. De hecho, las plantas medicinales que contienen NQs como las Tabebuia
spp. (conocidas cominmente como lapacho, pau-d’arco, roble, o guayacan), son empleadas
en Suramérica por sus propiedades analgésicas, anti-inflamatorias y antineoplasicas.
Ademas, estudios dirigidos por el National Cancer Institute (NCI-USA) realizados hace casi
cuatro décadas, fomentaron la importancia clinica de las NQs, lo que desperto el interés en
su investigacion para identificar rutas de obtencidn ya sea a partir de su fuente natural o por
via sintética, con especial énfasis en las que presentaran actividad anti-proliferativa sobre
varias lineas celulares de cancer humano (melanoma, linfoma, pulmoén, de mama y
CCR)“[166]. En el caso del CCR, se han identificado NQs bioactivas promisorias
incluyendo  5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone  (plumbagin),  5-hydroxy-1,4-
naphthoquinone (juglone), 5,8-dihydroxy-2-(1-hydroxy-4-methyl-3-pentenyl)-1,4-
naphthoquinone (shikonin) y B-lapachone. A pesar de la evidencia experimental, la
aplicacion clinica de los derivados de NQ ha sido limitada, principalmente debido a sus
efectos secundarios graves e incluso potencialmente mortales®/[167]. Estudios recientes han
demostrado que las modificaciones quimicas realizadas al nicleo NQ ha permitido la
obtencién de nuevos compuestos que son activos y seguros. En un trabajo realizado
previamente, describimos que la presencia de un anillo del tipo furano o tiofeno en el
esqueleto naftoquindnico incrementa la citotoxicidad y selectividad contra células de CCR,
lo que permiti6 la identificacion de la 2-thienyl-8-hydroxynaphtho[2,3-b]thiophene-4,9-
dione (Compuesto 1), el cual fue el derivado mas potente frente a células HT-29 de la serie
evaluada, produciendo pocos efectos nocivos sobre fibroblastos normales®[1]. Sin embargo,
los mecanismos moleculares implicados en el efecto citotoxico del Compuesto 1, asi como
el de las NQs en general, ain no estan claros. En este trabajo, describimos el efecto del
Compuesto 1 sobre la viabilidad, proliferacion, migracion y progresién del ciclo celular de



células HT-29. Con el fin de identificar el blanco o dianas moleculares afectadas por el
Compuesto 1, se realiz6 un analisis de secuenciacion del transcriptoma (RNA sequencing).

Materiales y métodos

Sintesis del compuesto de prueba: el compuesto 8-hydroxy-2-(2-thenoyl)naphtho[2,3-
b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1) se prepard como se describié en la referencial’[168],
obteniéndose con una pureza >95%. Para los experimentos, se prepararon soluciones stock
del compuesto usando dimetilsulféxido (DMSO; Fisher Scientific, USA) y se diluyeron en
medio de cultivo completo y suplementado cuando fue necesario. El porcentaje final de
DMSO se mantuvo hasta un maximo de 0.1% (v/v).

Cultivos celulares: HT-29 (linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano;
Cat#HTB38™; passages: 10-25), PCS-201-012 (fibroblastos primarios dérmicos; passages:
3-8), MRC-5 (fibroblastos pulmonares fetales humanos normales; Cat# CCL-171; passages:
5-15) y 3T3-L1 (fibroblastos embrionarios de Mus musculus Cat#CL-173; passages: 5-15)
fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Las
células fueron mantenidas de manera rutinaria a 37°C y 5% CO, en medios de cultivo
apropiados para su crecimiento: McCoy’s 5SA (HT-29), Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium (PCS-201-012 y 3T3-L1) o Eagle’s Minimal Essential Medium (MRC-5) los cuales
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y fueron suplementados con suero
fetal bovino al 10% (FBS; Gibco, Waltham, MA, USA o Sao Paulo, Brazil), bicarbonato de
sodio al 1.5 g/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y low serum growth supplement
(Invitrogen, Waltham, MA, USA) solo para el medio utilizado en el cultivo de PCS-201-012.

Ensayo anti-proliferativo: el efecto del Compuesto 1 sobre la viabilidad celular fue
determinada usando el ensayo de reduccion del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, siguiendo el procedimiento descrito enl®1[1]. Las células
fueron sembradas en placas de 96 pozos (1-1.5 x 10* células/pozo) e incubadas a 37°C y 5%
CO2 por 24 h. Posteriormente, las células se trataron con diferentes concentraciones del
compuesto de prueba (040 uM), el cual se disolvidé en medio de cultivo y se dejo actuar por
48 h. trascurrido este tiempo, el medio fue aspirado y reemplazado por una solucion de MTT
(0.25 mg/mL) y se incub6 por 4 h. Luego, la solucion fue removida cuidadosamente, los
cristales de formazan fueron disueltos en DMSO (100 mL/pozo) y se midio la densidad 6ptica
a 550 nm (ODssonm) usando un lector de placas (Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). Los valores fueron presentados como el porcentaje de crecimiento relativo de
células viables sobre células no tratadas (control 0 uM) y se expresaron como la media * el
error estandar de la media (EEM) de muestras sembradas por triplicado en al menos tres
experimentos independientes.

Ensayo de clonogenicidad: este ensayo se utilizo para evaluar la capacidad de replicacion de
células tratadas con el compuesto 11[169]. Células HT-29 0 MRC-5 (750 células/pozo)
fueron sembradas en placas de 6 pozos e incubadas por 6 h para su adhesion y posteriormente
tratadas por 48 h con vehiculo (DMSO), Doxorrubicina (1 uM) o Compuesto 1 (0.86 y 1.73



uM). Trascurrido este tiempo, el medio fue reemplazado por medio completo y suplementado
y se dejaron formar las colonias por 7 dias. Luego, las colonias fueron fijadas con acido
acético:metanol 1:7 v/v, tefiidas con cristal violeta al 0.5% Yy contadas con un
estereomicroscopio (EZ4 HD, Leica Microsystems, Singapore). Se realizaron un total de tres
experimentos independientes con muestras sembradas por duplicado.

Ensayo de cicatrizacion (wound healing): la influencia del Compuesto 1 sobre la migracién
de células de CCR fue evaluada usando el ensayo de cicatrizacion. Las células HT-29 se
sembraron en placas de 24 pozos (2x10° células/pozo) y se dejaron crecer hasta confluencia.
Luego se realiz6 una separacion homogénea en el centro de la monocapa utilizando para ello
una punta de micropipeta estéril. Posteriormente, el medio de cultivo fue removido y
reemplazado por medio libre de FBS y tratadas con vehiculo (DMSO) o el Compuesto 1 (0.5
y 1 uM). El cultivo fue monitoreado cada 24 h por tres dias usando un microscopio invertido
(Nikon, Melville, NY, USA) equipado con una camara digital con la que se capturaron
imagenes que posteriormente se analizaron con TScratch software (http://www.cse-
lab.ethz.ch)®1[170]. Se llevaron a cabo un nimero total de tres experimentos independientes
con muestras sembradas por duplicado.

Anadlisis del ciclo celular: para conocer el efecto del compuesto de prueba sobre la
distribucién del ciclo celular, células HT-29 fueron expuestas al vehiculo (DMSO) o
Compuesto 1 (0.86 y 1.73 uM) por 48 h y posteriormente se marcaron usando un Kit de
yoduro de propidio (ab139418; Abcam, Cambridge, UK) siguiendo las especificaciones del
fabricante. La distribucion del ciclo celular fue determinada haciendo lecturas en un
citometro de flujo (Dako, Beckman Coulter Inc., CA, USA). Se realizaron un total de tres
experimentos independientes sembrando muestras por duplicado.

Extraccion del RNA total y analisis: el RNA total de células HT-29 tratadas con Compuesto
1 (1.73 uM, 48 h) o vehiculo fue extraido usando un kit comercial (GeneJET™; Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania) siguiendo las instrucciones del proveedor. La
concentracion, pureza e integridad del RNA aislado fue cuantificada por la Corporacién
CorpoGen (Bogota, Colombia) usando un NanoDrop 2000c spectrophotometer (Thermo
Scientific), un Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y un Agilent
2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Las
concentraciones estuvieron entre los 49.8 a 97.6 ng/uL; la relacién 260/280 se mantuvo por
encima de 1.9 y los valores numéricos de integridad del RNA estuvieron por encima de 7, a
excepcion de dos muestras.

Andlisis de secuenciacion de RNA (RNA-sequencing): la preparacion de las bibliotecas y la
secuenciacion fue realizada por la empresa MR DNA (www.mrdnalab.com, Shallowater,
TX, USA). Las bibliotecas se prepararon con el RNA total (150-500 ng) usando el TruSeq™
RNA LT Sample Preparation Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) y se validaron usando
un Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies) y el Agilent 2100 Bioanalyzer system,
como se muestra en la Tabla 2. Las bibliotecas se agruparon a concentraciones equimolares
(2 nM) y 5 pM de este grupo (pool) fue normalizado y concentrado usando el cBOT (lllumina



Inc.). La secuenciacion fue realizada utilizando una configuracion de 2x150 bp paired-end
en un HiSeq 2500 plataform por 300 ciclos (Illumina Inc.).

Analisis bioinformatico: el analisis bioinformatico inicial fue realizado por la Corporacion
CorpoGen (Bogota, Colombia). Para realizar el control de calidad de las secuencias sin
procesar se utilizd FastQC. Se empled Trimmomatic!*®[171] para remover secuencias
adaptadoras, recortar extremos de baja calidad (low-quality ends) y filtrar lecturas de baja
calidad (low-quality reads) a un puntaje de calidad phred de Q33. Para la limpieza de lecturas
de alta calidad (clean high-quality reads) estas se alinearon con un genoma humano de
referencia (GRCh38.p7) utilizando Tophat™™[172]. El nivel de expresion para cada
transcripto fue calculado como fragmentos por kilobase del transcripto por millon de
fragmentos mapeados (FPKM) usando Cufflinks. Los genes diferencialmente expresados
(DEGs) fueron identificados con Cuffdiffi*?[173], considerandose el siguiente umbral
(threshold): log2 I(fold change)l >0.5, p-value<0.001 y tasa de descubrimiento erréneo (false
discovery rate-FDR) g-value<0.05. Para identificar las vias impactadas, procesos biologicos
y funciones moleculares, etc., afectadas de manera significativa se utilizo el software en linea
iPathwayGuide (Advaita Corporation, Plymouth, MI, USA).

Quantitative real-time PCR (RT-gPCR): se cuantificaron los niveles de transcripcion de 6
DEGs (SPRR1B, HSPAG, SPRR3, IFITM1, IFI44L y OAS2) para validar el analisis RNA-
sequencing. Para ello, 1.0 ug of RNA fue empleado para sintetizar cONA usando el High
Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania). Para el
RT-gPCR se utilizo el LightCycler® 96 System (Roche, Mannheim, Germany) empleando
FastStart Essential DNA Green Master (Roche) y primers especificos (Tabla 1; Eurofins
Genomics, Huntsville, USA). La expresion de genes fue normalizada usando como genes de
referencia glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) o hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1). Los valores de umbral de ciclo duplicado (duplicate
cycle threshold-CT) fueron analizados por el método comparativo de CT (AACT).

Tabla 1. Secuencias de primers utilizados para el analisis de RT-qPCR

Gene Gene ID Official name Primer sequences?® Tm Amplicon
symbol Size (pb)
GAPDH 2597 Glyceraldehyde-3-phosphate F: TCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTT 64.6°C 94
dehydrogenase R: AACTCTACTTTGCAGAACCTCAC 64.6°C
HPRT 3251 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1~ F: ACCAGTCAACAGGGGACATAA 58.7°C 190
R: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC 61.2°C
HSPA6 3310 Heat shock protein family A (Hsp70) F: CATCGCCTATGGGCTGGAC 59.8°C 94
member 6 R: GGAGAGAACCGACACATCGAA 58.5°C
IFl4a4L 10964 IFN induced protein 44 like F: ACAGAGCCAAATGATTCCCTATG 58.6°C 124
R: TCGATAAACGACACACCAGTTG 58.9°C
IFITM1 8519 IFN induced transmembrane protein 1 F: ACTCAACACTTCCTTCCCCAA 59.2°C 231
R: CTTCCTGTCCCTAGACTTCACG 59.8°C
0AS2 4939 2’-5"-oligoadenylate synthetase 2 F: AGGTGGCTCCTATGGACGG 60.8°C 124
R: TTTATCGAGGATGTCACGTTGG 58.5°C
SPRR1B 6699 Small proline-rich protein 1B F: TATTCCTCTCTTCACACCAG 53.8°C 155
R: TCCTTGGTTTTGGGGATG 54.3°C
SPRR3 6707 Small proline-rich protein 3 F: CATGAGTTCTTACCAGCAGAAGCAG 61.9°C 149
R: TTCCAGGTTGTGGAACCTTTGAG 60.9°C

3F: Forward (5" — 3); R: Reverse (5" — 3’). PT,,: melting temperature.



Analisis estadistico: los datos se presentaron como la media * el error estandar de la media
(EEM). La concentracion inhibitoria 50 (ICs) fue calculada usando regresion no lineal (non-
linear regression). Los datos fueron analizados por one-way analysis of variance (ANOVA)
seguido por Holm-Sidak’s multiple comparisons test. La significancia estadistica fue
considerada a P<0.05.

Tabla 2. Resumen de datos del analisis de RNA-seq (incluye la construccion de la biblioteca, secuenciado y
resultados del mapeo

Treatment Sample Library size (average) Raw reads Clean reads Mapped reads Mapping rate (%) GC%
Vehicle (DMSO) 1 588 12.526.531 11.931.359 10.537.310 88.3 51

2 696 14.816.823 14.044.340 12.334.470 87.8 51

3 680 14.596.730 13.858.108 12.218.747 88.2 51
Compound 1 4 476 9.689.734 9.216.012 8.030.070 87.1 51

5 568 12.508.590 11.895.159 10.410.417 87.5 50

6 616 10.433.154 9.782.330 8.609.506 88.0 50

GC%: guanine-cytosine percentage.

Resultados

El Compuesto 1 mostré actividad inhibitoria in vitro especifica sobre CRC: como
recientemente  report6ll[168], el compuesto  8-hydroxy-2-(2-thenoyl)naphtho[2,3-
b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1), ejercié un efecto citotoxico selectivo frente a células
de CCR (HT-29; I1C50=1.73+£0.08 uM) en comparacion con fibroblastos dérmicos (PCS-201-
012; 1C50=4.59+0.48 uM). La selectividad del Compuesto 1 fue confirmada usando
fibroblastos humanos (MRC-5; 1Cs0=6.97+£0.66 puM; Figura la) y murinos (3T3-L1;
1C50=14.32+2.14 uM). Ademas, tanto a concentraciones citotoxicas COmMO no citotoxicas
(1.73 y 0.86 uM) el Compuesto 1 inhibio la capacidad formadora de colonias de las células
HT-29 mientras que a esas mismas concentraciones los fibroblastos no sufrieron cambios
aparentes (Figura 1b). Adicionalmente, el test de Ames revel6 que el Compuesto 1 no induce
cambios mutagénicos incluso a altas concentraciones (4.8 y 9.6 uM, datos no mostrados).
Tomando como base estos datos, la 1Cso (1.73 uM) fue seleccionada como concentracion
efectiva del Compuesto 1 para la realizacion de los ensayos posteriores. Para evaluar la
inhibicion de la capacidad migratoria de células HT-29, se realizé un ensayo de cicatrizacion
(wound-healing) usando una monocapa de células HT-29 que creci6 hasta confluencia y
luego se separd en partes iguales usando una punta de micropipeta. Cémo se muestra en
Figura 1c, la velocidad de recuperacion del area para la unién de la monocapa fue disminuida
significativamente por el tratamiento con el Compuesto 1 (0.5 y 1 uM) de manera
concentracion-dependiente y a tiempos de exposicion de 48 y 72 horas.
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Figura 1. El tratamiento con 8-hydroxy-2-(2-thenoyl)naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1)
mostré un efecto inhibitorio especifico sobre la migracién y la proliferacion. (a) Viabilidad celular de
células de CRC (HT-29) versus la viabilidad de fibroblastos (PCS-201-012 y MRC-5), determinada utilizando
el ensayo de MTT cuando se trataron con el Compuesto 1. (b) El ensayo de formacién de colonias confirmé la
selectividad del Compuesto 1 sobre las células de CRC. Se muestran imagenes representativas de las colonias
obtenidas con un estereomicroscopio a 8x. (¢) Cambios en la migracién celular inducidos por el Compuesto 1.
La superficie cubierta por células migratorias fue monitoreada cada 24 h usando un microscopio. Se muestran
imagenes representativas a 10x. Los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media
(EEM) de muestras sembradas en duplicado o triplicado en experimentos independientes (n=6-12). Las
diferencias significativas con respecto al control se indicaron para valores de **p<0.01; ***p<0.001;
****n<0.0001.

El efecto anti-proliferativo del compuesto 1 se da por induccion de arresto en la progresion
del ciclo celular: la citometria de flujo fue utilizada para determinar si los cambios en la
distribucion del ciclo celular estaban involucrados en la reduccion de la viabilidad de las
células HT-29 cuando son expuestas al Compuesto 1. La Figura 2 muestra que el tratamiento
con el Compuesto 1 (1.73 uM) produjo un incremento significativo de la proporcion de
celulas en fase G2/M (2N-4N), desde 15.15 + 4.62% (control — 0 uM) a 29.30 + 6.86%,
indicando que este compuesto inhibe la proliferacion de células de CCR a través de induccidn
de arresto celular en fase G2/M.
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Figura 2. EI Compuesto 1 inhibi6 la proliferacion de células HT-29 por induccién de arresto en fase
G2/M. La distribucion del ciclo celular fue determinada a través de tincion con Pl y citometria de flujo.
(a) El histograma muestra el nimero de células (eje vertical) vs el contenido de DNA-PI (eje horizontal-canal
FL2). (b) Porcentaje de células indicado para cada fase del ciclo celular de acuerdo a los datos mostrados en
(@). Los resultados se expresaron como la media + el error estandar de la media (EEM) de muestras sembradas
en duplicado en tres experimentos independientes (n=6). Las diferencias significativas con respecto al control
se indicaron para valores de **p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Figura 3. EI Compuesto 1 causé cambios transcriptomicos distintivos en células HT-29 mostrando efecto
significativo en genes asociados a la proliferacion celular y supervivencia, respuesta a virus y ferroptosis.
(a) Los cambios en la expresion de mRNA de HT-29 tratadas con el Compuesto 1 (1.73 uM) en comparacion
con el control se presentan usando un Volcano plot construido usando iPathwayGuide. Los valores positivos en
el eje x indican regulacion al alta (up-regulation), mientras que los valores negativos indican regulacion a la
baja (down-regulation), ambos se presentan como Log2 fold change (LogFC). El eje y representa en escala
logaritmica los valores de p-ajustados. Los puntos rojos (491) representan los genes diferencialmente
expresados (DEGS). (b) El analisis GO fue desarrollado con iPathwayGuide; Cut-off p-value, p<0.05, usando



una correccion de peso. El enriquecimiento significativo se muestra como una barra de color intenso mientras
que su altura es proporcional al nimero de DEGs en los términos GO. (c) Las cinco vias mas impactadas por el
tratamiento con el Compuesto 1 categorizadas segun el iPathwayGuide con p-values sin corregir. Los DEGs
que se resaltan en rojo son los que se encuentran regulados al alta (up-regulated) y los resaltados en azul son
aquellos regulados a la baja (down-regulated). (d) La base de datos Interferome fue empleada para identificar
los IRGs-tipo | (rojo) y tipo Il (azul) en la lista de DEGs.

La secuenciacion del transcriptoma reveld que el Compuesto 1 redujo las sefiales
carcinogénicas de células HT-29 e indujo la muerte celular a través de ferroptosis e
inhibicion de la via de sefializacién de la MAPK: para determinar como el Compuesto 1
inhibi6 la viabilidad de células CCR, se realiz6 un analisis RNA-sequencing (RNA-seq)
comparativo usando células HT-29 tratadas con vehiculo (control) o Compuesto 1 (1.73 uM).
Como se muestra en Tabla 2, las lecturas, la velocidad de mapeo y el contenido de GC
(guanina-citosina) fueron similares en todas las muestras analizadas. Después de filtrar los
transcriptos diferencialmente expresados (p<0.05 y (FDR)-q value<0.05), se identificé un
total de 491 genes que diferian significativamente en las células HT-29 tratadas con
Compuesto 1 en comparacion con las de control (Figura 3a). EI Compuesto 1 redujo la
expresion de 366 genes e incremento la de 125 genes. El analisis transcriptomico fue validado
por la correlacion significativa entre los datos obtenidos en el RNA-seq y RT-qPCR [least-
squares linear regression, p<0.05; R?=0.911 (GAPDH) y R? = 0.908 (HPRT)] al estudiar un
subset seleccionado de genes diferencialmente expresados (DEGS). El analisis de ontologia
génica (GO) fue desarrollado usando iPathwayGuide online software sobre todos los DEGs.
La Figura 3b muestra mediante un grafico de barras los p-values obtenidos del analisis, la
lista de los 10 principales términos (top-10) GO relacionados con procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares. De acuerdo a los resultados, el Compuesto
1 indujo un enriquecimiento significativo de los términos relacionados con la progresion del
cancer (por ejemplo, proliferacién y migracion celular, angiogénesis, comunicacion y union
entre células, respuesta a estrés oxidativo y respuesta inmune). El analisis de impacto reveld
las vias méas influenciadas (Figura 3c), destacandose el enriquecimiento significativo de
moléculas de adhesion celular (KEGG: 04514) y ferroptosis (KEGG: 04216), las cuales estan
vinculadas a interacciones celulares (respuesta inmune, reconocimiento antigénico y
adhesion celular) y regulacién de la muerte celular. En particular, el tratamiento con el
Compuesto 1 result6 en una asociacion significativa con términos (por ejemplo, respuesta de
defensa a virus) y vias (por ejemplo, influenza A, infeccion por herpes simple, infeccion por
papilomavirus humano) asociadas con la respuesta inmune anti-viral lo cual es una
consecuencia de la marcada reduccién de genes regulados por interferon (IRGs). En efecto,
Interferome databasel*®[174] predijo que el 28% de los genes regulados a la baja (down-
regulated DEGS) estan regulados por interferén del tipo 1 o 1l (Figura 3d). Ademas, 8 de los
genes del top-10 regulados a la baja (down-regulated) fueron identificados como IRGs
(IFITM1, IFI44L, XAF1, EPSTI1, MX2, RSAD2 y CMPK2). De manera interesante,
muchos estudios reportan que estos IRGs estan sobreexpresados en lineas celulares obtenidas
a partir de biopsias de tejidos extraidas de pacientes con CCR y su regulacion al alta (up-
regulation) estéa asociada con la resistencia a la quimioterapia (Tabla 3). Paralelamente, el
andlisis de los genes del 10-top regulados al alta (up-regulated) mostré su asociacion con el



desarrollo epidermal (SPRR1B, SPRR3, SPRR1A, y SCEL), biosintesis del &cido retinoico
(DHRS9) vy el estrés celular extremo (HSPAG6). Conjuntamente, el Compuesto 1 indujo la
expresion de un gen supresor de tumores(AKAP12), un inhibidor de cisteina proteasa (CST1)
y leucine-rich repeat neuronal 4 (LRRN4) (Tabla 4). Teniendo en cuenta que la ferroptosis,
un tipo de muerte celular no apoptética dependiente de hierro, fue una de las mas impactadas
por el tratamiento con el Compuesto 1, se realizé un andlisis detallado de los genes regulados.
Como resultado se encontrd que el Compuesto 1 aumentd significativamente la expresion de
genes involucrados con el transportador glutamato/cisteina (SLC3A2 y SLC7A11) y con el
deposito del hierro (FTH1-ferritin), el cual estd regulado a la baja (down-regulated) en
células de CCR o de adenoma con displasial**11[150,175-177]. Alternativamente, el
Compuesto 1 redujo la expresion de genes involucrados en el eflujo de hierro (SLC40A1-
Ferroportin-1) y degradacion de ferritina (LC3), los cuales estdn sobre expresados en
CCRIY718[177,178]

Discusion

Compuestos novedosos efectivos que poseen como diana bioldgica especifica a células
tumorales son importantes para el desarrollo de tratamientos promisorios. Moléculas creadas
a partir de compuestos obtenidos de recursos naturales como los derivados de naphtho[2,3-
b]thiophene-4,9-diones, han sido propuestos como estructuras transcendentales que poseen
diversos estudios y patentes otorgadas por su potente efecto anti-cancer*®2%[179,180]. En
este trabajo, nos enfocamos en el estudio del compuesto 8-hydroxy-2-(2-
thenoyl)naphtho([2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1), el cual en un estudio realizado
previamente realizado por nosotros fue identificado como una molécula con alta capacidad
anti-proliferativa sobre lineas celulares (HaCaT 1C5=0.29 uM; HT-29 1Cs50=1.78
uMI®71[1,168]. En este trabajo, encontramos que el tratamiento con el Compuesto 1 mostré
una citotoxicidad selectiva frente a células de cancer colorrectal HT-29, mientras que afecto
en menor proporcion la viabilidad de fibroblastos humanos y murinos de diferentes fuentes
(piel, pulmén y embrionarios). Nuestros resultados muestran que el Compuesto 1 tiene un
mayor impacto sobre la proliferacion y migracion de células HT-29, evidencia de ello fue la
ausencia de la formacion de colonias (ensayo de clonogenicidad) y la poca reduccién del area
de separacion de la monocapa en el ensayo de cicatrizacion (wound-healing) realizados a
concentraciones toxicas y no toxicas del compuesto. Adicionalmente, este derivado nafto
tiofeno quindnico desencadena arresto en la fase G2/M del ciclo celular soportado por los
resultados obtenidos en el andlisis de citometria de flujo. Hasta la fecha, se acepta que
compuestos basados en el nicleo naftoquinonico ejercen su efecto citotoxico induciendo
estrés oxidativo por ciclado redox de la quinona a través de la reduccion de un electron por
NADPH-cytochrome P-450 oxidoreductase (CPR), lo que origina el radical semiquinona que
a continuacion sufrira la reduccion de dos electrones por la NAD(P)H:quinone
oxidoreductase 1 (NQO-1) originandose la hidroquinonal*®[179]. Por lo tanto, la mayoria de
los estudios farmacoldgicos de las NQs se enfocan en la determinacion de los niveles de
superdxido y de especies reactivas de oxigeno (EROs), sin embargo, el mecanismo molecular
exacto sigue siendo desconocido. Para el caso del Compuesto 1, Bannwitz et al. reportd que



su efecto anti-proliferativo estd asociado con el bajo dafio que provoca en la
membranal’l[168]. Ademas, en ese mismo estudio se menciond que varios compuestos del
tipo naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-diones son activados por la CPR o NQO-1; por lo que su
capacidad para inducir muerte celular esta poco relacionada con la cantidad de superéxido,
lo que indica que estan involucrados otros mecanismos en esta accion biolégica. En nuestro
trabajo, identificamos alteraciones transcriptomicas inducidas por el Compuesto 1 en la linea
celular de CRC HT-29 utilizando RNA-seq validado con RT-gPCR. EIl analisis
transcriptdmico mostr6 que el Compuesto 1 promueve la expresion diferencial de genes
cruciales involucrados en la supervivencia, migracion, sefializacién y comunicacioén celular,
asi como en la respuesta inmune y a estrés oxidativo, entre otros. El analisis detallado del top
10 DEGs, tanto de los genes regulados a la baja como al alta (up- or down-regulated - Tablas
3y 4) permitié verificar que el Compuesto 1 redujo las sefiales carcinogénicas de células HT-
29, identificandose al menos que el 50% de DEGs se alteraron en direccion opuesta a lo que
sucede en el CCR. Esta observacion fue particularmente importante en el caso de IRGs, los
cuales estaban regulados significativamente a la baja (down-regulated) en células tratadas
con el Compuesto 1. Aunque la via de sefializacion del interferon (IFN) esta tradicionalmente
conectada con funciones pro-apoptoticas supresoras de tumores, datos recientes han
demostrado que, en ciertos contextos, la via IFN activada podria mediar crecimiento celular,
metastasis y resistencia a ciertas terapias?[181]. En el caso del cancer colorrectal, se ha
descrito que una caracteristica de las células resistentes al irinotecan es la expresion al alta
(up-regulated) de IRGs (por ejemplo, IFIT1, G1P3, IFI35, IFITM1, OAS1, y IFIT3)[?2[182].

El analisis de impacto de las vias alteradas complementd sustancialmente la informacion
relacionada con los mecanismos moleculares de accion citotoxica del Compuesto 1. En este
analisis se evidencio que este derivado afecto varias vias que promueven la muerte celular
(ferroptosis), la proliferacion y supervivencia celular (MAPK y PI3K-AKT). La ferroptosis
es un tipo de muerte celular regulada por la acumulacion de peroxidos lipidicos dependientes
de hierro que se generan durante la produccion excesiva de EROs[®[204], la cual es
desencadenada por (a) inhibidores de cystine/glutamate antiporter (sistema Xc
SLC3A2/SLC7A11) que reduce la sintesis y contenido de glutation causando dafio oxidativo;
o (b) inhibidores de glutathione peroxidase 4 (GPx4) lo que conduce a una peroxidacion
lipidica incontrolada®1[204]. De acuerdo a nuestro analisis transcriptomico, el Compuesto 1
induce la muerte oxidativa causando los siguientes eventos: (1) acumulacion del contenido
de hierro intracelular por aumento de ferritina (FTHL1), disminucion de ferroportin-1
(SLC40AL) y expresion de LC3 (MAPLLC3A); (2) aumento de EROs (ciclado redox)
acompafiado de agotamiento del glutation intracelular, lo que a su vez conduce a la regulacion
a la alta (up-regulation) de glutamate cysteine ligase (GLC); o (3) disminucién de la funcion
del Xc'transport, ya sea por blogueo directo o indirecto, lo cual se esperaria que disminuya
los niveles de glutation, induciendo la expresion de SLC7A11 y SLC3A2 (Figura 4).



Tabla 3. Top-10 de los genes diferencialmente expresados a la baja (down-regulated)

Gene Description Function Association with CRC LogFC g value Ref.
symbol
IAT ML IMN-induced transmembrane IFN-nduced antiviral protein. Plays a key role in the | Expression in CRC tissue that is associated with —4.769 0.004  [36,37)]
protein 1 antiproliferative action of IFN-y (inhibition of ERK an aggressive phenotype and poor prognosis
activation or arresting cell growth in G1-phase I Proliferation and invasiveness of SW&80 and DLD-
trough p53) 1cells with stable/ectopic over-expression of IRTML
| Migration/invasion ability of CRC cells (HT-29,
LoV, and DLD-1) with transient/stable knockdown
of IFITIM1
IA&4L IM-induced protein 44-like Exhibits a low antiviral activity against hepatitis € [ Expression in HT-29 cells resistant to oxaliplatin - -4.196 0,004 [38])
virus
0AS2 2-%-olignadenylate synthase 2 IFN-induced, dsRNA-activated antiviral enzyme | mRMA expression in high pro-migratory profile =317 0.004 [39]
cancer-associated fibroblasts from CRC patients
XAFL XIAP-associated factor 1 Seems to function as a negative regulator of members | Expression in several cell lines and CRC tissue,  -3.059 0,004  [40,41]
of the IAP {inhibitor of apoptosis protein) Family which is associated with advance stage and high
grade of tumor
The restoration of XAF1 expression in CRC cells
Induces apoptosis and enhanced chematherapy
sensitivity
EPSTIL Epithelial-stromal interaction - I Expression in sporadic and |IBD-associated CRC -3.046 0.004  [42,43)
protein 1 cell lines with knockdown expression of Nkx2-3, a
transeription factor down-regulated in CRC
| Expression in CRC cells with strong EMT
phenotype
MX2 IfN-induced GTP-binding IFN-induced dynamin-like GTPase with potent - -2.97% 0.004 -
protein Mx2 antiviral activity
RSAD2 IFN-inducible iron-sulfur (4FE-45) IFN-inducible iron-sulfur (4FE-45) cluster-binding I Expression in CRC samples when compared with  -2.934 0.004 [44)]
cluster-binding antiviral protein antiviral protein colorectal adenomas
PAXS Paired box protein Pax-& Plays an important role in the differentiation and [ mRANA levels in HCT116 cells with induced ~2.927 0.045 [45]
development of pancreatic islet beta cells imvasiveness and migration
FFAR2 Free fatty acld receplor 2 G protein-coupled receptor that is activated by the I mRMA and protein expression in CRC specimens  -2.824 0,004  [46,47)
short-chain fatty acids (SCFAs) | mRMA and protein levels in human CRC tissue
Ffar2™ /" mice are more susceptible to ADM-DSS
T mRMA expression of FFAR2 is detected only in
HT-29 cells out of 8 CRC cell lines
CMPK2 UMP-CMP kinase 2, mitochondrial  May patticipate in dUTP and dCTP synthesis in | mMANA expression is associated with a lower CRC 2,792 0.004  [48]

mitochondria risk score

LogfC: Log2 fold change.
Referencias bibliograficas de la tabla: £6-371[131,132], *81[183], 91[184], [*0-4[185,186], > ©][187,188],
[+41[180], “51[190], 6 471[191,192], “eI[128].

Tabla 4. Top-10 de los genes diferencialmente expresados al alta (up-regulated)

Gene Descrption Function Association with CRC LogFC g value Ref.
Symbol
SPRR1B Cornifin-g Cross-linked envelope protein of kemtinocytes - 3541 0.004 -
HSPAG Heat shock 70 kDa protein & Molecular chaperone implicated in a wide varety of I Expression when cell death was induced by 2,463 0,004  [30)
cellular processes electrohyperthermia using HT-29 CRC xenografts
SPRR3 Small proline-rich protein 3 Cross-linked envelope protein of kemtinocytes I Expression is involved in colorectal tumorigenesis, 2,438 0,012 [49,50]
CRC proliferation, and lymphovascular Invasion
T Expression in CRC tissue and cell lines (i.e., HT-29)
AKAPL2 A-kinase anchor protein 12 Anchoring protein that mediales the subeellular | mRNA expression or methylation of gene promoter in - 2,335 0,004 [51,52]
compartmentation of protein kinase A and C. {Tumor CREC tissue
SUppressor gene) = Represents a potential molecular biomarker for
predicting CRC malignancy
= The re-expression of AKAPL2 induced apoptosis,
reduced colony formation and migration of LoVo cells
in vitro and in vive
SPRR1A Cornifin-A Cross-linked envelope protein of kemtinocytes | mRNA expression in a mouse model of CRC 2,248 0.009 [53]
TExpression and | methylation in CRC tissue
SCEL Seiellin May function in the assembly of regulation of proteinsin | Expression in metastatic cell lines pramoted CRC cell 2171 0.004 [54]
the cornified envelope migration and invasion ([Vimentin; [E-cadherin), while
overexpression had the opposite effect (MET inducer?)
I Expression in CRC specimens with higher clinical stage
and hepatic metastasis
DHRS9 Dehydrogenase/reductase 3-Alpha-hydroxysteroid dehydrogenase that | mRNA and protein expression in CRC clinical samples. 2,163  0.004 [55]
SDR family member 9 participates in dihydroxyprogesterone and retinoic acid It might represent a useful biomarker of prognosis
biosynthesis
LRRN& Leucine-rich repeat neuronal  May play an important role in hippocs | | lentified as a low at e protein in CRC tissues 2,009 0,004 [56]
protein & long-lasting memory
AKR1CL Aldo-keto reductase family 1 Converts progesterone to its inactive form. In the liver  |mRNA expression at the tumor center when compared to L1659 0.004 571
member C1 and intestine may have a role in the transport of bile normal mucosa
€511 Cystatin-SN Cysteine proteinase inhibitors I mRMA levels in CRC cell lines (Caco-2 and SW&B0) and 1611  0.004 (58]

affected tissue from patients
I Levels in urine from CRC patients

LogFC: Log2 fold change.
Referencias bibliograficas de la tabla: B%[193], [*%-501[194,195], 5% 521[196,197], *1[198], B4[199], *I[200],
[561[201], 571[202], 1581[203].
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Figura 4. EI Compuesto 1 impact6 significativamente la expresion de dianas dentro de la via de la
ferroptosis. Se utilizé iPathwayGuide online software para desarrollar el analisis de impacto. (a) La
diferencia en la expresién de mRNA de células HT-29 tratadas con el Compuesto 1 (1.73 uM) o vehiculo
(control) se muestra con el mapa de calor construido con el Log2 fold change (LogFC) ubicado en la parte
superior izquierda de la figura. El color azul indica genes regulados a la baja (down-regulated) y el color rojo
indica genes regulados al alta (up-regulated) (log2|(fold change)|>0.5, p-value<0.001 y g-value<0.05.

Adicionalmente, el Compuesto 1 regul6 también la expresion de diversas proteinas de choque
térmico (HSPs), involucradas en las vias de sefalizacién que afectan el metabolismo del
hierro y la ferroptosis. Especificamente, el tratamiento con el Compuesto 1, redujo la
expresion de HSPB1 (conocida también como HSP-27), cuyos niveles estan a menudo
elevados y asociados con resistencia a la quimioterapia y a pésimos prondsticos clinicos en
CCR[?4[205]. De manera interesante, el efecto protector contra el estrés oxidativo por
reduccion de la captacion de hierro ha sido relacionado con HSPB1[2%1[204] también se ha
observado con otros compuestos inductores de ferroptosis como la erastina; cuyo tratamiento
ocasiono inhibicion de esta proteina, induciendo la acumulacion de hierro intracelular
ocasionando peroxidacion lipidica y dafio en las células de cancer, mientras que la
sobreexpresion de HSPB1 inhibi6 todos los eventos anteriormente descritos?®[157].
Alternativamente, el Compuesto 1 reguld al alta (up-regulated) la expresién de HSPAG
(HSP70B) y HSPH1 (HSP110 o HSP105), chaperonas moleculares que son conocidas por
mejorar la supervivencia celular durante estrés extremo. Aunque la alta expresion de HSP no
se considera favorable para pacientes con CCR[61[206]; se ha demostrado que tratamientos
citotoxicos que aumentan la expresion de HSPH1 y HSPA6 puede favorecer el
reconocimiento inmune de tumores?”281[207,208] o inhibir la proliferacion, la migracion e
invasion de otros tejidos por parte de células de cancer?®2°1[193,209].



Otra via impactada significativamente por el Compuesto 1 fue la del mitogen-activated
protein kinase (MAPK), las cuales incluyen a las quinasas ERK, p38, y c-Jun NH2-terminal
kinase (JNK), reconocidas por el control de la respuesta celular al ambiente, regulando el
ciclo celular, la diferenciacion, crecimiento y senescencia, funciones que son criticas en el
proceso de iniciacion y progresion del cancer®[210]. Un conjunto de estudios ha
demostrado que los derivados naftoquinénicos modulan la via de las MAPKS; sin embargo,
estos estudios son controversiales, ya que algunos muestran que la muerte celular es inducida
por activacion de ERK, p38 o JNKE2%®I[211,212], mientras que otros demuestran lo
opuesto41[213]; indicando que la regulacion de las MAPKs es dependiente de la estructura
del compuesto o del contexto celular. En células HT-29, encontramos que el Compuesto 1
redujo significativamente la expresion de ERK, lo que podria explicar la inhibicion de la
proliferacion y de la migracion de esta linea previamente tratada. Adicionalmente, el analisis
de perturbacién indicéd que la activacion de JNK y p38 también se vio afectada por el
Compuesto 1, lo que podria mejorar su efecto citotoxico. EI compuesto de prueba, también
mostro impactar significativamente la via de sefializacion PI3K-AKT, esto es consecuente
con lo descrito anteriormente ya que las vias Ras/Raf/MEK/ERK comparten blancos
moleculares, tal como lo muestra el analisis de perturbacion. Curiosamente, un estudio
reciente sefialo que el tratamiento de células cancerigenas con derivados naftoquindnicos
tiolados produce una inhibicion comdn de las vias ERK, AKT y STAT3[*1[214]. Como
aporte adicional, nuestros resultados experimentales pusieron de manifiesto el valor del
secuenciado transcriptomico como una herramienta para descubrir blancos moleculares
fundamentales para el efecto anti-proliferativo de derivados naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-
diones, mostrando ademas que uno de estos compuestos, el 8-hydroxy-2-(2-thenoyl)
naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compuesto 1) induce ferroptosis e inhibicion de las vias
de sefalizacion de las MAPKSs e PI3K-AKT evidentemente involucradas en su citotoxicidad.
Sin embargo, deben realizarse estudios que involucren directamente los blancos moleculares
identificados (por ejemplo, ensayo de MTT en presencia de inhibidores de ferroptosis o
Western blot para detectar fosforilacion de ERK), con el fin de determinar el mecanismo de
accion exacto a través del cual el Compuesto 1 induce muerte e interconectar y correlacionar
el estrés oxidativo, la ferroptosis y la activacion de MAPK(ERK)/PI3K-AKT.

En conclusion, este estudio demostré que el tratamiento con el Compuesto 1 inhibi6
selectivamente la viabilidad, proliferacion y migracion de la linea de CCR HT-29 a través de
induccion de arresto en el ciclo celular, ferroptosis e inhibicion de la via de MAPK, afectando
especificamente la activacion de ERK con consecuente perturbacion de blancos moleculares
comunes también afectados por la via PI3K-AKT. La identificacion de las dianas moleculares
afectadas se determiné a través de RNA-seq, hecho que confirmo la utilidad del analisis
transcriptomico para estudiar compuestos con estructuras base del tipo naftoquinonico e
identificar blancos terapéuticos novedosos. De hecho, este estudio es el primer reporte de
induccion de ferroptosis, un tipo de muerte celular oxidativa, por compuestos de este tipo;
sugiriendo que su objetivo en el estrés oxidativo podria estar relacionado con la
reprogramacion del metabolismo del hierro como un mecanismo interesante para la terapia
contra el CCR. Son necesarios estudios adicionales que permitan elucidar el vinculo entre



estrés oxidativo-ferroptosis-MAPKs y la muerte celular producida por el compuesto, asi
como también, su eficacia en modelos in vivo de actividad.
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DISCUSION FINAL Y CONCLUSION

En los Gltimos afios, es notable el incremento del consumo de preparaciones farmacéuticas
que poseen como materia prima productos naturales. Un gran nimero de ellos contienen
ingredientes activos provenientes de especies vegetales, las cuales historicamente, nos han
proporcionado, ademéas de alimento, sustancias que mitigan y curan los diferentes signos y
sintomas que se presentan en una enfermedad. Su modo de empleo va desde preparaciones
obtenidas de sus diferentes 6rganos hasta el uso de compuestos y principios activos aislados
a través de diferentes procesos. Este potencial terapéutico de las plantas es explorado en gran
medida en las zonas rurales en donde la asequibilidad al medicamento es limitada, hecho que
contrasta con la abundancia de especies vegetales que crecen en esas zonas del mundo.
Colombia, pais mundialmente reconocido por su gran biodiversidad posee una gran flora
inexplorada que podria constituirse en un importante punto de partida para encontrar nuevas
y complejas estructuras quimicas en sus plantas, las cuales pueden ser usadas directamente
sin ninguna modificacion o utilizarse como compuestos lideres o cabezas de serie cuya
modificacion estructural contribuiria a la obtencion de nuevas entidades quimicas que ayuden
a enriquecer el arsenal terapéutico disponible para tratar el cancer y, de esta manera aportar
a la solucion de la problematica que se presenta al utilizar los farmacos anticancerigenos
tradicionales ya conocidos. En nuestro grupo de investigacion, Evaluacion Bioldgica de
Sustancias Promisorias, se han desarrollado diferentes proyectos orientados hacia la
exploracion etnofarmacoldgica de nuestra flora, alcanzandose resultados alentadores que nos
acercan cada dia mas a la obtencion de fracciones enriquecidas y compuestos potencialmente
atiles para el tratamiento del cancer que, a futuro, puedan ser incluidas en el listado de
alternativas terapéuticas o coadyuvantes de tratamiento contra este grave problema de salud
publica.

A lo largo de este documento de tesis doctoral, hemos mostrado las contribuciones que se
han desarrollado para aportar nuestro grano de arena para solucionar la problematica que se
presenta con los tratamientos actuales contra el cancer, obteniéndose resultados muy
prometedores. En cuanto a la identificacion de fuentes vegetales, evaluamos un total de 31
extractos obtenidos de 29 plantas medicinales que crecen en la region de la Costa Caribe
Colombiana. Los resultados revelaron que, de los extractos evaluados, once mostraron tener
actividad bioldgica promisoria, inhibiendo el crecimiento de al menos una linea celular de
origen neoplasico, resaltandose dentro de este grupo el extracto obtenido de la especie vegetal
Bursera simaruba (L.) Sarg., ya que no solo inhibi6 el crecimiento de todas las lineas
estudiadas a concentraciones menores de 25 pg/mL, sino que, ademas, mostro ser selectivo
sobre las lineas de cancer.

Tradicionalmente esta especie es utilizada para tratar problemas asociados a bronquitis,
calculos biliares y renales, problemas asociados al cutis, diarrea, dolores de cintura,
enfermedades venéreas, erisipela, febrifugo, gastritis, hemorragias, problemas hepaticos,
hipertension, infecciones bucodentales, infecciones internas, inflamaciones de piel,
problemas asociados a lombrices, pérdida de peso, purificante de sangre, resfriados,
salpullido, sangrado nasal, sarampion, tiroides. Del mismo modo se ha reportado el uso de
esta especie contra alergias, amigdalitis, diabetes, disenteria, enfermedades venéreas,
cicatrizacion de ombligo, diurético, impotencia sexual [47,50]. En nuestro estudio, el extracto
obtenido de la corteza mostrd una potente actividad y una elevada selectividad citotdxica



contra las lineas neoplasicas, siendo este el extracto escogido para realizar los objetivos de
asilamiento, purificacion e identificacion de metabolitos activos, asi como para la elucidacion
de los posibles de mecanismos de accion involucrados en la actividad bioldgica. Hasta el
momento, hemos observado que induce apoptosis sobre células de cancer colorrectal HT-29
a concentracion no toxica para los fibroblastos normales, lo que la convierte en una
alternativa potencialmente Gtil para continuar identificando los componentes que le confieren
la actividad, que en funcion de los resultados del tamizaje fitoquimico preliminar puede estar
relacionada con la presencia de triterpenos y/o esteroides tanto en el extracto total como en
su fraccion més activa. En cuanto a la toxicidad en animales de experimentacion, el extracto
total administrado no produjo efectos toxicos o letales, lo que proporciona una idea adicional
acerca de la seguridad del extracto, sin embargo, es necesario continuar su exploracion en
periodos de administracion mas prolongados. Continuamos analizando los resultados de la
caracterizacion quimica con el fin de identificar plenamente los compuestos que pueden
conferirle la actividad, asi como también los resultados del modelo in vivo de CAC inducido
con AOM/DSS que dentro de la revision preliminar hemos observado hallazgos interesantes
que requieren de un andlisis profundo.

Adicionalmente, identificamos la fraccion en diclorometano obtenida del extracto total de los
calices de P. angulata (PADF) como una fuente de menor complejidad, pero con mayor
actividad biologica que el extracto de donde proviene, que mostro revertir efectos del cancer
colorrectal en el modelo in vivo de manera seguray eficaz, evidenciandose en la recuperacion
de los animales tratados en comparacion con los animales enfermos no tratados. En este
documento presentamos evidencia cientifica valiosa acerca de la bioactividad de la fraccion
PADF, los resultados sugieren que esta fraccion es un inhibidor de la progresion del ciclo
celular de células de CCR e inductor de apoptosis. En lo que se refiere a la toxicidad in vivo,
la administracion de PADF no produjo efectos genotoxicos (ensayo cometa neutro y prueba
de microndcleos) o mutagénicos (test de Ames) a ninguna de las dosis de evaluacion. Por lo
tanto, esta fraccidn se considera segura y no causa dafio a las dosis terapéuticas establecidas
y constituye una fuente prometedora de moléculas bioactivas que debe continuar siendo
estudiada con el fin aislar y purificar los compuestos responsables de la actividad, asi como
estudiar a profundidad sus mecanismos de accion de manera mas profunda. La mayoria de
los productos naturales utilizados actualmente para el tratamiento o prevencion de muchas
patologias, entre ellas la EIl y CCR, son usados como suplementos dietarios de manera
concomitante con la terapia farmacologica habitual. Una de las principales razones para esto,
es que por lo general existe una deficiencia de estudios que permitan conocer con exactitud
aspectos que van mas alld de solamente simple actividad bioldgica, como su toxicidad,
biodisponibilidad y propiedades fisicoquimicas, por tanto, lo que mostramos en este trabajo
representan evidencia cientifica valiosa acerca de la bioactividad de los calices de P.
angulata.

Por otro lado, en relacion a los compuestos evaluados, se contribuy6 a la elucidacién de
mecanismos de accion biolégica de dos derivados quinoidales, cuyo nucleo quimico
estructural proviene originalmente de plantas medicinales con demostrada actividad
biol6gica. Nuestro grupo de investigacidn, en cooperacion con otros grupos nacionales e
internacionales, hemos estudiado el nucleo quinoidal base (nafto[2,3-b]furan-4,9-diona)
debido a la diversidad de procesos bioldgicos a través de los cuales estas moléculas ejercen
sus efectos, diseflando, ademas, metodologias que permitan sintetizar nuevas moléculas y



ampliar el conocimiento que se tiene referente a la identificacion de las posibles dianas
moleculares implicadas en el efecto anticancerigeno observado. Los derivados quinoidales
estudiados (Avicequinone B y AKM53) mostraron no ser genotdxicos, de acuerdo a los
resultados del test de Ames, cometa neutro e induccion de micronucleos, mientras que si son
capaces de inducir apoptosis y promover arresto en fase G2/M del ciclo celular.
Adicionalmente el analisis de la expresion diferencial de genes en células HT-29 evidencio
que los compuestos inducen cambios transcripcionales sobre numerosos genes relacionados
con respuesta a agentes externos, vias de sefializacion de interferon y de citoquinas en el
sistema inmune. Estos resultados muestran que los derivados quinoidales obtenidos se
presentan como potenciales candidatos para la obtencion de nuevos agentes Utiles en la
terapia anti-neoplasica y sientan la base para futuros proyectos encaminados a la elucidacion
molecular del mecanismo de accion de estos compuestos y el desarrollo de un producto
farmacéutico con utilidad a nivel clinico.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Teniendo en cuenta que aln se deben analizar datos para divulgar en su totalidad los
resultados obtenidos en el proyecto de tesis doctoral, se realizaran varias actividades que
permitan la socializacion de los hallazgos a la comunidad cientifica a través de articulos
publicados en revistas indexadas. Las siguientes actividades que permitirAn complementar
los resultados obtenidos:

Analisis de resultados obtenidos en la evaluacion de extractos sobre las lineas
celulares de cancer de pulmon (A549 y H292) para su publicacion.

Anédlisis de resultados de obtenidos en los experimentos adicionales relacionados con
la identificacién de mecanismos de accion del extracto de B. simaruba sobre la linea
de cancer colorrectal HT-29 (Clonogenicidad, ensayo de induccion de apoptosis
utilizando el kit comercial ab14086 Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit with
SYTOX de la marca Abcam, pruebas de toxicidad y letalidad a través de la
administracion en animales de experimentacion a la dosis maxima soluble, siguiendo
estandares internacionales (OECD-Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos) y modelo de cancer colorrectal asociado a enfermedad inflamatoria
intestinal AOM/DSS) que, a la fecha, se encuentran bajo analisis para generar la
respectiva publicacion y divulgacion.

Anélisis del espectro realizado por HPLC-MS del extracto de B. simaruba para
identificacion de metabolitos secundarios presentes.

Anaélisis de resultados de los Western Blot realizados con las proteinas extraidas de
muestras colonicas de raton y muestras de células HT-29 con el fin de ver cambios
en la expresion de proteinas PCNA, p-38, INK, ERK, [B-catenina, tratadas y no
tratadas con el extracto de B. simaruba.

Identificacion de metabolitos presentes en la fraccion en diclorometano obtenida a
partir del extracto total etandlico de calices de P. angulata.
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LISTADO DE ANEXOS

Material suplementario (Supporting information) del articulo: Active fraction of ground
cherry (Physalis angulata L.) calyces attenuates azoxymethane (AOM)/dextran sodium
sulfate (DSS)-induced colon carcinogenesis in mice - Fraccion activa de los céalices del
tomatillo (Physalis angulata L.) disminuye la carcinogénesis de colon inducida por
azoxymetano (AOM)/dextran sulfato de sodio (DSS) en ratones

Material suplementario (Supplementary Materials) del articulo: Transcriptome Changes in
Colorectal Cancer Cells upon Treatment with Avicequinone B. Cambios transcriptdmicos en
células de cancer colorrectal después del tratamiento con Avicequinone B.

Material suplementario (Supplementary information) del articulo: A promising
naphthoquinone [8-hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl)naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione]
exerts anti-colorectal cancer activity through ferroptosis and inhibition of MAPK signaling
pathway based on RNA sequencing. Una naftoquinona prometedora [8-hydroxy-2-(2-
thienylcarbonyl)naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione] ejerce actividad frente al cancer
colorrectal a traves de ferroptosis e inhibicion de la via de sefializacion de las MAPK
basandonos en resultados del RNA sequencing.
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1. Materials and Methods

1.1 Preparation of the dichloromethane fraction from P. angulata (PADF)

The collected calyces were cleaned, dried at room temperature (25-30°C for 2-3 days)
and, grounded into powder using a lab blender (Waring®, New Hartford, CT, USA).
Subsequently, the fine powder obtained (114.4 g) was extracted by maceration with
ethanol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for 24-48h at room temperature, filtered
(Whatman filter paper, pore size: 11 uM, GE Healthcare, China) and concentrated under
reduced pressure at 37+2 °C using a rotary evaporator (Heidolph VV 2000, Heidolph,
Kelheim, Germany). To the fractionation, 10.04 g of extract was subjected to liquid-
liquid partition with four solvents of different polarities (hexane, dichloromethane, and
methanol:water/9:1) (Merck, Darmstadt, Germany). The dichloromethane fraction
(PADF) was dried in a rotary evaporator and weighted to calculate the process yield.
For the in vitro assays, PADF was dissolved in methanol and diluted in McCoy's 5A or
EMEM so that the final concentration of the vehicle was lower than 0.1% (v/v). For
animal administration, PADF was co-precipitated with polyvinylpyrrolidone (PVP K-
30, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in a 1:4 (w/w) ratio using the solvent
evaporation technique and before the intraperitoneal injection was dissolved in saline
solution.

1.2 Quantification of sucrose esters content

The presence of sucrose esters in PADF was determined spectrophotometrically using
the method described by [1]. 1.2 mg of PADF was dissolved in ethanol (0.1 mL) and
0.9 mL of water to obtain a stock solution (1.2 mg/mL). Later, 2.5 mL of anthrone
reagent (0.2% in concentrated sulfuric acid) was added slowly to 0.5 mL of the stock
solution using an ice bath to avoid overheating and was kept at 70 °C for 30 min. Next,

ODe2s Was measured using a microplate reader (Multiscan GO Thermo®). The total



sucrose esters content (%) was calculated using a sucrose standard curve (0.019-1.20
mg/mL) and compared to a reference of a mixture of natural sucrose esters (peruvioses
A and B) isolated from Physalis peruviana calyces [2].

1.3 Determination of total withanolides content

To determine the total content of this metabolite group, the spectrometric method of [3]
was used with some modifications. In brief, 0.1 mL of PADF (10 mg/mL in methanol)
was mixed with 0.2 mL of glacial acetic acid and 2.1 mL of color reagent (1.72% ferric
chloride hexahydrate and 8% orthophosphoric acid in concentrated sulfuric acid). To
avoid overheating, an ice bath was employed. After 5 min, the ODsso of the samples
was measured using a microplate reader and the concentration of withanolides was
calculated using cholesterol as standard (0-2000 mg/mL.).

1.4 Determination of total phenolic content

Folin-Ciocalteu modified method previously described by [4] was used to quantified
polyphenols in PADF. Folin-Ciocalteu reagent (0.1 M) was mixed to sample fraction,
10 min later a solution of sodium carbonate (7.5%) was added and subsequently
incubated for 2 h at room temperature. The OD7s0 Was measured using a microplate
reader and the values were expressed as mg of gallic acid/g PADF.

1.5 Determination of total flavonoid content

To quantify the total flavonoid content of PADF a modified aluminum trichloride
method was employed [4]. PADF was mixed with sodium nitrite (1.5%) incubated for
10 min at room temperature and shaking. After that, an aluminum trichloride (3%) was
added and the mixture was stirred for 5 min and, sodium hydroxide (1N) was added and
incubated for 10 min. The OD4s0 was measured and the results were expressed as mg of
catechin/g PADF.

1.6 Measurement of ROS



HT-29 cells (5x10* cells/well) were treated with various concentrations of PADF (0-
27.64 pg/mL) for 6-24 h. Then, cells were incubated with 10 mM 2.7
Dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 30
min at 37 °C. The level of intracellular ROS was measured using a fluorescent plate
reader (Fluoroskan Ascent, Thermo Scientific Inc.). H2O2 (200 uM, 15 min) was used
as positive control.

1.7 Toxicological evaluation of PADF

To select the effective doses to be used for in vivo studies, a toxicity test was performed
using the acute toxic category method, following protocol number 423 of the
Organization for Economic Co-operation and Development [31]. In the first experiment,
a group of three animals were administered intraperitoneal (IP) with a starting dose of
300 mg/kg, and considering that two animals showed toxic signs, a second experiment
was conducted using a dose of 50 mg/kg, replicated in different days and an Irwin test
was applicating during 48 h for seven days. Data analysis allowed to classify PADF as a
category 3 substance (LDso cut-off value=200 mg/kg) [Data not shown].

The safety of PADF was assessed by including a toxicity control group that was
administered with PADF (10 and 20 mg/Kg/day) but did not received AOM or DSS.
Control (vehicle) and toxicity control (PADF) groups were monitored daily throughout
the administration period to detect signs of toxicity or changes in bodyweight. At the
end of the experiment, mice were fasted (8-10 h) and anesthetized to obtain blood from
the orbital venous to perform a biochemical profile, hematology analysis, micronucleus
(MN) assay, and comet assay as previously detailed [5]. Then, a detailed gross
postmortem necropsy was performed and the liver, Kidneys, spleen, heart, lungs, and
ovaries were examined and weighed. Also, bone marrow was extracted to perform the

MN assay.



1.8 Ames Mutagenicity Test

Mutagenicity of PADF was assessed by using the commercial Muta-ChromoPlate™
Ames test kit (EBPI Inc., Ontario, Canada). In brief, PADF (27.64 ug/mL) was mixed
with Salmonella typhimurium (TA100) and incubated in the presence or absence of S9
fraction for 3 days at 37 °C. After incubation, microplates were analyzed visually:
yellow, partially yellow or turbid wells were scored as positives while purple wells were
scored negative. Sodium azide and 2-aminoanthracene were employed as positive
control and DMSO was employed as a negative control.

1.9 Antibodies and Western Blot

Mouse anti-g-catenin (Catalog # 13-8400, monoclonal) and mouse anti-GAPDH
(Catalog-# MA5-15738, monoclonal) were purchased from Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA). Mouse anti-phospho-JNK (Thr!8/Tyr'® Catalog # sc-
6254, monoclonal); mouse anti-phospho-p38 (Tyr!82, Catalog # sc-166182,
monoclonal); goat anti-phospho-ERK1/2 (Thr®%2/Tyr?%*  Catalog # sc-16982,
polyclonal); mouse anti-JNK (Catalog # sc-137018, monoclonal); mouse anti-p38
(Catalog # sc-271120, monoclonal); rabbit anti-ERK1/2 (Catalog # sc-292838,
polyclonal); mouse anti-PCNA (Catalog # sc-25280, monoclonal); goat anti-mouse
IgG1-HRP (Catalog # sc-2060); goat anti-mouse 19G2a-HRP (Catalog # sc-2061); goat
anti-mouse 1gG2b-HRP (Catalog # sc-2062); mouse anti-goat 1gG-HRP (Catalog # sc-
2354); mouse anti-rabbit IlgG-HRP (Catalog # sc-2357) were obtained from Santa Cruz
Biotechnology (USA).

Equal amounts of protein (15 pg) were diluted in 5X sample buffer, denatured at 95 °C
for 5 min, separated on 10% SDS-polyacrylamide gel, and transferred onto
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Immobilon®-P, Millipore, Billerica, MA,

USA). Then, the membranes were stained with Ponceau red (Sigma-Aldrich, St. Louis,



MO, USA) to verify the transfer. Subsequently, membranes were washed, blocked with
5% Bovine Albumin Serum (BSA) in Tris-buffered saline containing 1% Tween 20
(TBST), and incubated with primary antibodies overnight at 4 °C [B-catenin (1:1000),
ERK1/2 (1:500), p-ERK1/2 (1:500), GAPDH (1:1000), JNK (1:500), p-JNK (1:500),
p38 (1:500), p-p38 (1:500)]. After 3 washings with TBST, the membranes were
incubated with proper horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies
(1:1000-10.000) for 2 h. Immunoreactive proteins were detected with an enhanced
chemiluminescence (ECL) detection reagent Clarity Western (Bio-Rad, USA). Images
were acquired with G:BOX Chemi documentation system (Syngene, Frederick, MD)
and analyzed using ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). The expression levels of
protein were normalized by that of the corresponding non-phosphorylated protein or
GAPDH as indicated in the figures. In some cases, membranes were stripped and

reprobed for the detection of GAPDH.



2. Results

2.1 Obtention of PADF and quantification of secondary metabolites

The maceration of plant material gathered produced 15.63 g of total dry extract with a
total yield of 13.66%. In the case of PADF, the yield concerning the total extract used to
the obtention was 31.37% (3.15 g). In Table 1S, are summarized t glycosides the results
of secondary metabolites quantification.

Table 1S. Metabolite content of Physalis angulata fraction (PADF)

Total Total Phenolics Total
Sample Total Sucrose Content Withanolides Content Flavonoids
Content Content
No
PADF 393.00£9.89 mg/g 3.70£0.29 mg/lg  7.89+0.27 mg/g detected

Peruvioses A 450.30+9.48 mg/g
and B (Expected: 481.07 mg/q)

2.2 PADF cytotoxicity is time-dependent and not related to ROS induction

As can be seen in Fig. 1Sa, PADF induces cytotoxicity as early as 6h, increasing in a
time-dependent manner, with a higher effect at 48 h. As the induction of reactive
oxygen species (ROS) has been described for cytotoxic compounds and extracts from P.
angulata, we further tested their production using the DCFH-DA method. Results
showed that the cytotoxicity of PADF is not related to the induction of oxidative stress

in HT-29 cells (Fig. 1Sb).
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Fig. 1S. Effect of PADF to different exposition times. (a) Inhibition of cell growth
on HT-29 (MTT assay). (b) Level of intracellular ROS of HT-29 cells after the
PADF. Results are representative of three independent experiments, and are
expressed as the mean + SEM (n=10 per group). (*) P<0.05, (**), P<0.01, and

(****) P<0.0001 vs. control group.

2.3 Treatment with PADF does not induce toxicity to healthy Balb-c mice.

When sacrificed, all animals treated with PADF (10 and 20 mg/Kg/day) were well-
conditioned with normal physical appearance. As shown in Table 2S, PADF did not
alter the bodyweight of healthy control mice at any dosage level and during the study,
no signs of toxicity were identified in the PADF-treated group. The absolute and
relative weight of all the studied organs (liver, kidneys, spleen, heart, lungs and,
ovaries) were not significantly altered by PADF and the gross necropsy revealed no

differences in the appearance and weight of these essential organs.

Table 2S. Effect of PADF on absolute and relative organ weight of Balb-c mice.



Organ Weight (Relative Organ Weight)

Treatment Control PADF MMC MMS
(Vehicle) 10 mg/Kg 20 mg/Kg (2 mg/Kg) (mg/Kg)
Bodyweight (g) 20.94+0.30 21.23+0.48 21.07+0.31 18.92+0.81" 20.38+0.17
_ 892.83+29.57  931.95+40.22  928.62+15.99  595.64+70.40™"  850.27+25.94
st (42.54+1.05)  (43.79+1.35)  (44.1+0.83) (31.90+4.52™)  (41.73+1.30)
257.64+6.58 251.86+7.41 286.78+6.09 187.08+12.26™" 248.00+4.97
Kidneys
(11.29+0.22)  (11.85+0.17)  (13.63+0.64)  (9.93+0.64™")  (12.18+0.32)
86.21+2.44 88.46+3.79 99.23+4.13 20.82+2.05"" 65.28+4.29™
opleen (4.11+0.09) (4.16+0.12) (4.72+0.24) (3.21£0.22")  (1.12+0.14™)
133.33+£3.81 113.68+5.24 125.20+5.95 84.38+5.83" 119.42+2.99
reart (5.43+0.20) (5.38+0.27) (5.96+0.33) (4.48+0.32) (5.86+0.16)
159.58+5.17 166.60+9.53 175.4245.79 124.68+4.28" 161.18+6.09
Hnee (7.63+0.23) (7.87+0.45) (8.33+0.23) (6.64+0.35) (7.91+0.30)
16.07+1.10 21.25+2.35 16.18+1.39 10.12+1.31° 12.37+£1.70
Ovaries
(0.77+0.05) (0.760.07) (1.01%0.11) (0.54+0.08) (0.61+0.09)

2.4 Repetitive administration of PADF did not affect hematological parameters

Results from serum hematological analysis are presented in Table 3S. Consistently,

treatment with PADF (at both doses) did not change significantly most of the studied

parameters. Only, reactive lymphocytes or immature lymphocytes were slightly reduced

by PADF.

Table 3S. Effect of PADF on hematological parameters of Balb-c mice serum.

Hematology

Lymphocytes

61.86+2.32

71.63+1.89

57.64+2.53



Reactive Lymphocytes
Immature Lymphocytes
Monocytes
Neutrophils
Eosinophils

Basophils

2.52+0.33

1.69+0.38

5.68+0.55

22.99+1.83

3.19+0.38

2.84+0.38

1.33+0.50

0.11+0.11"
5.89+0.90
15.33+2.09
2.00+0.37

1.44+0.56

1.17+0.34"
0.50+0.23
5.25+0.76
29.00+2.59
2.83+0.44

3.33+0.47

2.5 PADF does not induce genotoxic or mutagenic effects

To further test the safety of PADF, blood and bone marrow samples were used to
determine damage to DNA (comet assay) or the formation of MN in erythrocytes
(polychromatic-PCE and normochromic-NCE). Results demonstrated that repeated
administration of PADF did not increase the frequency of MN-erythrocytes (Fig. 2Sa-
2Sb) or parameters related to DNA damage such as %Tail DNA and Olive Tail Moment

(Fig. 2Sc). In addition, PADF did not induce mutagenesis in S. typhimurium with or

without metabolic activation (Fig. 2Sd).
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Fig. 2S. Effect of PADF on genotoxic and mutagenic parameters of Balb-c mice. (a)
and (b) Frequency of MN-PCE and MN-NCE, as well as PCE/NCE ratio of
micronucleated erythrocytes of peripheral blood and bone marrow; polychromatic
erythrocytes (PCE), normochromatic erythrocytes (NCE), and micronucleated PCE
(MN-PCE) erythrocytes. (¢) DNA damage measured by comet assay in peripheral
blood cells. (d) Mutagenesis in S. typhimurium measured by Ames Test. Results are
representative of three independent experiments, and are expressed as the mean +

SEM (n=10 per group). (*) P<0.05, (**) P<0.01, and (****) P<0.0001 vs. control

group.
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Supplementary File 1

Supplementary Methods

Cell culture

Cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA, USA) and maintained with 5% COz at 37 °C in McCoy's 5A medium (HT-29),
Dulbecco’s Modified Eagle's medium (A549, PC-3, MDA-MB-231, PCS-201-012 and
3T3-L1) or Eagle's Minimal Essential Medium (MRC-5) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Sao Paulo, Brazil)
and 1.5 g/L sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), plus low serum

growth supplement (Invitrogen, Waltham, MA, USA) for PCS-201-012.

Cell Viability assay

Briefly, cells were seeded at appropriate densities (10.000-15.000 cells/well) in 96-well
plates, incubated for 24 h, and treated with various concentrations of avicequinone B (0-
50 uM). After 48 h, the cells were incubated with 0.25 mg/mL MTT (Calbiochem, La
Jolla, CA, USA). Four hours later, formazan crystals were dissolved in DMSO and the
0.D. at 550 nm was measured using a plate reader (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). Inhibition of cell proliferation was expressed as percentage of
viable cells in treated samples as compared to vehicle-treated cells, and the 50%
inhibitory concentration of cell proliferation (ICso) was calculated by nonlinear

regression.
Bioinformatics

Initial bioinformatics analysis was performed at Corporacion CorpoGen (Bogota,

Colombia). First, sequencing quality was verified with the raw FastQC reads. Data pre-



processing included removing adapter sequences, trimming low quality ends, and
filtering low quality reads at phred quality score Q33 using Trimmomatic.! Clean high-
quality reads were aligned to a human reference genome (GRCh38.p7) with Tophat.?
The expression level for each transcript was calculated as fragments per kilobase of
transcript per million mapped fragments (FPKM) using Cufflinks. Differentially
expressed genes (DEGs) were detected with Cuffdiff.> Genes were considered
differentially expressed using the following threshold: log2 I(fold change)l >0.5, p-
value<0.001, and false discovery rate (FDR) g-value<0.05. Finally, the data
(significantly impacted pathways, biological processes, molecular function, cellular
components, etc.) were analyzed using iPathwayGuide online software (Advaita
Corporation, Plymouth, MI, USA). The protein-protein interaction network was

analyzed using STRING database* and visualized using Cytoscape.’

Quantitative real-time PCR (RT-qPCR)

To validate the RNA-sequencing analysis, six DEGs (three up-regulated and three
down-regulated) were selected for RT-qPCR. For each sample, 1.0 pg of RNA was
employed for cDNA synthesis using the High Capacity cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania). RT-qPCR analysis was performed with the
LightCycler® 96 System (Roche, Mannheim, Germany) using FastStart Essential DNA
Green Master (Roche, Mannheim, Germany) and specific primers (Supplementary
Table 1, Eurofins Genomics, Huntsville, USA). Gene expression was normalized to
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) or hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) as endogenous housekeeping genes. Duplicate

cycle threshold (CT) values were analyzed by the comparative CT (AACT) method.

Ames Mutagenicity Test



Mutagenicity of avicequinone B was assessed by using the commercial Muta-
ChromoPlate™ Ames test kit (EBPI Inc., Ontario, Canada), which follows Ames’s test
principle and uses Salmonella typhimurium (TA100). Avicequinone B was dissolved in
DMSO, diluted in growth media to obtain the desired concentration (8.20 uM), mixed
with S. typhimurium inoculum, and incubated in both presence and absence of S9
fraction, for 3 days at 37 °C in sterile air-tight plastic bag. After incubation, microplates
were scored visually: yellow, partially yellow or turbid wells were scored as positives
and all purple wells were scored negative. Sodium azide and 2-aminoanthracene were
employed as positive control and DMSO was employed as negative control.
Micronucleus assay

3T3-L1 fibroblasts (75.000 cells/well) were seeded and incubated for 24 h, and treated
with vehicle (control), avicequinone B (10.7 uM) or mitomycin C (MMC, 0.5 uM) for
30 h. Subsequently, cells were treated with cytochalasin B (4.5 pg/mL) for 18 h and
then detached with trypsin, washed and re-suspended with PBS, and finally fixed with
ethanol:acetic acid (3:1). Smears were prepared for each sample (20 pL), air dried,
stained with Wright’s solution (Merck, Darmstadt, Germany), and labeled with a
random number to avoid the identification of the treatment group during analysis.
Coded slides were analyzed by two independent investigators using a Zeiss Axio

Lab.A1 microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Comet Assay

The comet assay was performed in neutral conditions as described by Trevigen
(Trevigen, Gaithersburg, USA) with some modifications. Briefly, 3T3-L1 cells
(250.000 cells/well) were treated with vehicle (control) or avicequinone B (10.7 uM) for
48 h. Hydrogen peroxide (150 uM) was employed as positive control. Cells were

detached using trypsin, centrifuged, and suspended in cold PBS. The cellular suspension



(10 pL) was mixed with low-melting point agarose (Trevigen) and spread on
CometSlides™ (Trevigen). After lysis, slides were equilibrated and electrophoresis was
performed at 300 mA for 1 h. Finally, DNA was precipitated, and the slides were air
dried, fixed in ethanol, and stained with SYBR® Safe DNA stain (Invitrogen, Carlsbad,
USA). Cells were then visualized using a fluorescent microscope (Axio Lab.Al, Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany). Representative pictures were recorded at 10X
magnification with a Zeiss AxioCAM digital camera (ICc5).

To assess the extent and distribution of DNA damage a qualitative analysis was
performed by three blinded scorers that examined 100-1000 randomly selected and non-
overlapping comets per well that were classified visually according to tail size ranging
from undamaged (class 0) to maximum DNA damage (class 4), as shown in Figure

S1C.



Supplementary Tables

Table S1. Sequences of Primers used for Real-time qPCR analysis.

Gene Gene Amplicon
Official Name Primer sequences * Tm" . p
Symbol ID Size (pb)
A-kinase anchoring protein =~ F: GAGATGGCTACTAAGTCAGCGG 60.3 °C
AKAPI2 9390 12 R: CAGTGGGTTGTGTTAGCTCTTC 59.2°C 124
CYPIAL 1543 Cytochrorpe P450 family 1 F: TCCGGGACATCACAGACAGC 61.9 °C 184
subfamily A member 1 R: ACCCTGGGGTTCATCACCAA 61.1°C
Epithelial stromal F: ACCCGCAATAGAGTGGTGAAC 60.3 °C
EPSTII 94240 interaction 1 R: GCTATCAAGGTGTATGCACTTGT 59.1 °C ™
GAPDH 2597 Glyceraldehyde-3- F: TCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTT 64.6 °C 94
phosphate dehydrogenase =~ R: AACTCTACTTTGCAGAACCTCAC 64.6 °C
HPRT 1251 Hypoxanthine F: ACCAGTCAACAGGGGACATAA 58.7°C 190
phosphoribosyltransferase 1 R: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC 61.2°C
[FI44L 10964 Interferon 1nd}106d protein  F: ACAGAGCCAAATGATTCCCTATG 58.6 °C 124
44 like R: TCGATAAACGACACACCAGTTG 58.9°C
[FITM1 8519 Interferon induced F: ACTCAACACTTCCTTCCCCAA 59.2°C 1
transmembrane protein 1 R: CTTCCTGTCCCTAGACTTCACG 59.8 °C
Small proline rich protein ~ F: TATTCCTCTCTTCACACCAG 53.8°C
SPRRIB 6699 1B R: TCCTTGGTTTTGGGGATG 54.3°C 155

2 F: Forward (5°—3’); R: Reverse (5’—3’). ® Tm: Melting temperature.




Table S2. Summary of RNA-seq data including library construction, sequencing and
mapping results.

Lib.r ary Raw Clean Mapped Mapping
Treatment Sample Size Reads Reads Reads Rate GC%
(Average)
1 588 12.526.531 11.931.359 10.537.310 88.3% 51
Vehicle (DMSO) 2 696 14.816.823  14.044.340 12.334.470 87.8% 51
3 680 14.596.730  13.858.108 12.218.747 88.2% 51
4 613 11.080.591 10.536.861  9.320.257 88.46% 50
Avicequinone B 5 555 11.732.386  11.119.540  9.807.826 88.20% 50
6 461 6.825.309 6.465.727 5.530.893 85.54% 50

Table S3. Differentially expressed genes in HT-29 cells treated with avicequinone B in
comparison with control (DMSO-treated) counterparts.

Value 1 Value 2
Gene Locus . . LogFC? value value
(Control) (Avicequinone B) g P 1
IFITMI chooog} é'217(;3 13990- 42.5409 242756 413127 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:30732467-
LAPTMS oy 2.00973 0.201078 332118 0.0001 | 0.00676519
IFI44L NC_000001.11:78620381- 7.62704 0.770775 330674 | S5.00E-05 | 0.00377623
78646145
RSAD2 chooogggélzzggsazssss- 3.28666 0.460121 283654 | 5.00E-05 | 0.00377623
EPSTII NC_000013.11:42886387- 2.74703 0.431894 266912 | 5.00E-05 | 0.00377623
42992271
TMEM40 | NC-000003.12:12733529- 125091 0.201787 263207 | 5.00E-05 | 0.00377623
12769457
TNNCI NC_000003.12:52451090- 142123 2.47664 252069 | 5.00E-05 | 0.00377623
52454041
GPRCsB | NC-0000IEL0: 2838970 1.2985 0.232402 248215 | 5.00E-05 | 000377623
CMPK2 NC—O°0233;223:2828553' 8.46783 159231 241087 | 5.00E-05 | 0.00377623
HOPX Nc_ooogggéllzgzggém%l 2.20683 0.416391 240596 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC _000012.12:121018881-
OASL s 55.8964 10.7213 238227 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000005.10:150166780-
CDXI1 T 3.06173 0.616582 231198 | 5.00E-05 | 0.00377623
XAFI NC—O°02;;‘5162§755410' 3.6127 0.732204 2230276 | 5.00E-05 | 0.00377623
HEPACA | NC_000007.14:93188585-
o oo 404772 0.821486 -2.3008 5.00E-05 | 0.00377623
SGCA NCRQRO™IGRL: 50157836 110714 0.227868 2228057 0.00015 | 0.00930899
50175932
CIDEC choooggégzzs;z%mm. 3.47535 0.716569 227798 | 5.00E-05 | 0.00377623
pppiR14D | NC-000015.10:40815444- 13.2244 275664 226222 | 5.00E-05 | 000377623
40828793
NC_000001.11:206928521-
PIGR oot ate 7.01245 1.47269 225146 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000010.11:89392545-
IFITI e 18.5847 3.94525 223593 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:58519836-
SEPT4 eonoas 153396 0.331877 220854 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000021.9:41304228-
MX2 s 6.10635 132814 222009 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:105025507-
CASPI Losiseag: 1.67499 0.384346 212367 0.00085 | 0.0351483
NC_000001.11:152786276-
LCEIE O aine 2.82979 0.65109 211977 0.00055 | 0.0257143
0AS2 NC_000012.12:112978394- 29.0267 6.94227 22,0639 S.00E-05 | 0.00377623




113011723
NC_000001.11:78648553-
IF144 T 52.6196 12.7625 20437 S.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:240868744-
AGXT SRR 1.67463 0.410501 2202839 0.0011 0.0422045
cp20o | NC-000003.12:112332223- 5.58892 137295 202529 | 5.00E-05 | 0.00377623
112362812
IFITM3 NC—OOOgé(l)'gll(f 19672- 250.965 62.0231 201661 | 5.00E-05 | 0.00377623
ISG15 NC—OOO?gi ;11514;5013466' 594.444 148 447 200159 | 5.00E-05 | 0.00377623
REG4 NC—OOO??;QIII: ;;379401 7 70.8985 17.7209 -2.0003 S.00E-05 | 0.00377623
RNASEI NC_000014.9:20725951- 3.88919 0.980171 198837 | 5.00E-05 | 0.00377623
20810034
MapK1] | NC000022.11:50263712- 1.94488 0.492248 198223 | 5.00E-05 | 0.00377623
50270393
NC_000001.11:27666060-
IFI6 fegssie! 194.867 49.5202 -1.9764 S.00E-05 | 0.00377623
NC_000016.10:57256096-
PLLP AT 1.80507 0.459813 -1.97294 0.001 0.039516
NOTUM choooggéllllzglwszsoé- 1.7484 0.446327 -1.96986 0.00015 | 0.00930899
NC_000021.9:41420328-
MXI e 337418 8.68634 195772 | 5.00E-05 | 0.00377623
IFIT2 NC_000010.11:89293472- 14.1052 3.63721 195532 | 5.00E-05 | 0.00377623
89316145
NC_000004.12:168216290-
DDX60 s 9.93407 2.586 194166 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000014.9:74941829-
PGF sty 153897 0.405425 192446 | 000035 | 0.018209
NC_000019.10:44905748-
APOE s 6.08789 1.6106 191834 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000019.10:49054273-
NTF4 o 3.65749 0.979458 -1.9008 0.0001 | 0.00676519
NC_000007.14:127610291-
PAX4 R 133869 0.364996 187486 | 000125 | 0.0466054
PTPRO chooo?égélé; ]532225 6- 7.26995 2.0539 -1.82358 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:32251238-
LCK o 117102 0337414 179517 0.0003 | 0.0161565
HERCe | NC_000004.12:38378564- 13.2967 3.85989 178443 | 5.00E-05 | 0.00377623
88506170
NC_000010.11:89327818-
IFIT3 oo ssona 32,7464 9.56394 177566 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:42162690-
GUCA2A PRy, 5.79368 1.69985 176907 | 0.00115 | 0.0436419
NC_000008.11:123680793-
ANXAL3 o 66.1225 19.4665 176415 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000010.11:69571439-
NEUROG3 o 3.04965 0.919591 4172958 0.0004 0.020233
NC_000013.11:20221961-
GIB6 o 130194 0.401172 169836 | 000025 | 0.0139341
UBE2Le | NC_000011.10:57551654- 17.2816 533834 1.69477 | 5.00E-05 | 0.00377623
57568330
FFAR2 NC_00RYL9.1095447964- 1.59041 0.495312 -1.68299 0.0005 0.023902
35451767
NC_000001.11:89034665-
GBPI e 1.9541 0.616409 -1.66455 0.00035 | 0.018209
SERPINEI chooo?gzig‘gégé 127086- 2.62158 0.830796 165787 | 5.00E-05 | 0.00377623
0ASI NC_000012.12:112906776- 92.4562 293328 165625 | 5.00E-05 | 0.00377623
112932190
KLKI2 NC_000019.10:51028953- 6.1343 1.95372 -1.65068 0.0001 | 0.00676519
51035651
NC_000014.9:94110732-
IFI27 REP 651.455 207.715 164906 | 5.00E-05 | 0.00377623
NEURLI | NC-000010.11:103479602- 3.07106 0.979787 164819 | 5.00E-05 | 0.00377623
103592552
RARRES3 | NC-000011.10:63536800- 157.788 50.5314 164273 | 5.00E-05 | 0.00377623
63546458
Gpa3z | NC_000001.11:167051126- 243622 0.789404 162581 | 5.00E-05 | 0.00377623

167091553




NC_000003.12:50299888-

HYALI et 428803 141282 160174 | 0.00015 | 0.00930899
NEURL3 NC700082§61821:??497642— 2.99216 0.990892 159439 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000015.10:40872213-
RHOV ovrae 6.57375 2.17994 159243 | 5.00E-05 | 0.00377623
RARRES2 | NC-000007.14:150338317- 18.8919 634154 157486 | 5.00E-05 | 0.00377623
150341685
COCH NC_000014.9:30874495- 2.93872 0.990655 156874 | 5.00E-05 | 0.00377623
30890618
NC_000023.11:106900062-
CLDN2 ey 62.9028 213092 156165 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000020.11:35285250-
FAMS3C SRR 113674 0.388841 154766 | 000055 | 0.0257143
CLDN9 NC—OOO%?;S%gOIM” 6.01097 2.05831 154614 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:204131060-
ETNK2 P 12446 0.43096 4153005 0.0004 0.020233
GAMT NCfOOO?ig'II;(ISWOZS' 6.03035 2.0887 152964 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12: 149517234-
WWTRI eings 1.18082 0.41277 151639 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000020.11:40685847-
MAFB oot 1.64182 0.576004 151114 0.0001 | 0.00676519
NC_000011.10:67415677-
CARNSI O e 210177 0.74173 150264 | 5.00E-05 | 0.00377623
AIFIL NC_000009.12:131096475- 2.78618 0.99164 -1.4904 5.00E-05 | 0.00377623
131123152
psmBy | NC_000006.12:32854160- 10.7217 3.8259 -1.48666 | S5.00E-05 | 0.00377623
32859851
NC_000001.11:153561107-
S100A2 O et 392015 14.097 147552 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000010.11:93591835-
RBP4 v 12.4303 449303 -1.4681 S.00E-05 | 0.00377623
LGALS2 chooog%élolo:f;s 70245- 47.9498 17.3803 146407 | 5.00E-05 | 0.00377623
PALM3 chooo?iggzo{é;‘OS 3366- 3.47439 126756 -1.4547 5.00E-05 | 0.00377623
ADH6 NC_000004.12:99088856- 3.89607 143769 143827 | 000015 | 0.00930899
99301356
NC_000002.12:149038466-
LYPD6B APy 271453 100336 143586 | 5.00E-05 | 0.00377623
sLcia7 | NC_000001.11:53087178- 2.82452 1.04592 -1.43324 0.0001 | 0.00676519
53142632
NC_000017.11:76382976-
SPHK1 SN 2.1454 0.796574 4142937 0.0003 | 0.0161565
ppzK1pl | NC-000001.11:47183588- 67.8236 252021 142824 | 5.00E-05 | 0.00377623
47190099
NC_000009.12:33383134-
AQP7 AP 4 120752 0.44907 142704 | 000035 | 0.018209
NC_000002.12:102069637-
ILIR] I, 122748 0.460053 4141583 0.0002 | 0.0117098
cx3cLl | NC-000016.10:57372460- 239113 0.904247 -1.4029 5.00E-05 | 0.00377623
57385048
USP18 NORRO0UIQUIR 31499 58- 7.4884 2.85643 139044 | 5.00E-05 | 0.00377623
18177397
NC_000006.12:150018333-
RAETIL e o 5.96602 22771 138957 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000021.9:42311666-
TFF3 preepni 25.0933 9.58104 2138904 | 5.00E-05 | 0.00377623
CEACAM7 | NC-000019.10:41673306- 1.88004 0.720893 -1.3829 0.0006 0.027416
41688277
NC_000006.12:31945943-
CFB e 10.9144 419933 1378 S00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:72189557-
FOLRI o 15.7596 6.0742 137547 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000022.11:45284986-
UPK3A prsrar 8.35012 3.22356 137314 0.0003 | 0.0161565
NC_000007.14:43754840-
BLVRA PR 6.18426 240321 -1.36363 0.00035 | 0.018209
NC_000017.11:41619439-
KRT17 o 15.4625 6.07751 134722 | 5.00E-05 | 0.00377623
coPZ2 NC_000017.11:48026166- 432374 171784 -1.33168 0.0004 0.020233

48048091




NC_000010.11:133347339-

PRAPI o 342362 13.7289 131831 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC _000012.12:112938432-
OAS3 e 59.775 24.0309 131465 | 5.00E-05 | 0.00377623
TNFAIPSL | NC_000015.10:51056595- 7.44057 2.99874 2131106 | 5.00E-05 | 0.00377623
3 51105276
PLEKHA4 | VC-000019.10:48837091- 5.57248 225644 130427 | 5.00E-05 | 0.00377623
48868627
NC_000005.10:150401636-
CD74 ORI 12,0218 4.87479 130224 | 5.00E-05 | 0.00377623
MAPILC3 | NC _000020.11:34546822-
N o 26.0717 10.5958 -1.299 S.00E-05 | 0.00377623
SUSD3 NC_000009.12:93058687- 3.74852 152781 4129486 0.0003 | 0.0161565
93085138
NC_000005.10:178113505-
N4BP3 A 120235 0.4922 -1.28854 0.0001 | 0.00676519
TSPAN32 NC—OOOg;iélz%fZ%m' 1.97298 0.813535 -12781 0.00075 | 0.0322677
NC_000003.12:122525589-
PARPY o 4215 17.3886 1127739 | 5.00E-05 | 0.00377623
propH | NC_000022.11:18912773- 1.88308 0.778253 -1.27478 0.0012 0.0452256
18936553
NC_000001.11:156668762-
NES e 170873 0.70665 127386 | 000015 | 0.00930899
NC_000020.11:45230820-
SLPI e 10.3812 431824 -1.26546 00012 | 0.0452256
NC_000013.11:27270326-
RASLI1A o 40.1973 16.7707 1126115 | 5.00E-05 | 0.00377623
SERPINAG | NC_000014.9:94304247- 6.21789 2.5944 -126102 0.0001 | 0.00676519
94323351
NC_000001.11:220690285-
Clorfl15 001 2.02657 0.848347 1125632 0.0006 0.027416
NC_000013.11:27960917-
CDX2 e 235487 100252 4123201 0.0004 0.020233
APOL3 choooggélgl;;g 140322- 336534 1.43891 1122578 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:82321023-
SECTMI AN 426709 1.83601 -1.21668 0.00045 | 0.0220627
NC_000005.10:132813323-
SOWAHA 2 2.01462 0.875316 4120263 000025 | 0.0139341
SMPDI NC—0°°2;;419%§390300' 4.85654 2.13595 118505 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:162267078-
IFIHI e 13.2086 5.83259 117927 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12:49805204-
UBA7 o e 475 2.10834 17182 | 5.00E-05 | 0.00377623
ST6GALN | NC_000017.11:76617768-
oan SO 3.28893 1.46209 116959 | 0.00015 | 0.00930899
LINCO0261 | NC-000020.11:22560552- 9.96174 443652 116697 | 5.00E-05 | 0.00377623
22578642
DHX58 chooogéz.llzl;gilomo& 9.02519 402228 2116595 | 5.00E-05 | 0.00377623
KCNH2 | NC_000007.14:150944955- 8.38604 3.74719 2116218 | 5.00E-05 | 0.00377623
150978314
NC_000002.12:238159007-
FAMI132B e, Wik 228682 102864 -1.1526 0.0008 | 0.0338484
scamps | VC_000015.10:74995534- 423013 1.90644 -1.14982 0.0001 | 0.00676519
75021495
NC_000009.12:32455301-
DDX58 ey 10.5294 4.7583 41,1459 S.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:48221112-
SLC5A9 PRAY 1.163 0.526616 -1.14303 0.00135 | 0.048998
LOXLI NC—OOO%S'SEOIZ?WW' 9.89426 449238 13911 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:238238266-
HES6 ey 36.1551 16.4592 -1.1353 S.00E-05 | 0.00377623
NC_000015.10:78104605-
CIB2 e 429633 1.97181 4112358 0.0007 | 0.0307735
HES4 Nc70001%%11.$ ;2998961' 13.2588 6.0935 -1.1216 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:223975047-
SERPINE2 s 512713 23618 111826 | 5.00E-05 | 0.00377623
LY6E NC_000008.11:143018484- 326.82 151.639 2110786 | 5.00E-05 | 0.00377623

143022410




NC_000001.11:16057768-

10

FAMI31C s 400417 1.85902 4110696 0.0011 0.0422045
NC_000017.11:76136332-
FOXJ1 SO 7.35402 3.4719 4108281 0.00015 | 0.00930899
NC_000008.11:97869020-
MATN2 eyl 3.09348 146201 108127 | 000025 | 0.0139341
SLCTA7 chooozozlgtl.gézlzl773221- 14.7377 6.99155 107583 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000007.14:30911799-
AQPI oyt 9.45705 448919 -1.07494 | 5.00E-05 | 0.00377623
AGR3 NC_000007.14:16854710- 46.1377 21.9478 107187 | 5.00E-05 | 0.00377623
16881989
NC_000006.12:149941937-
ULBP2 oot 10.7436 5.13179 2106594 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000019.10:17402938-
BST2 e 214.436 102.587 106371 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000009.12:97029676-
CTSV oo 5.50947 2.63952 106164 | 5.00E-05 | 000377623
NC _000023.11:136532151-
VGLLI o 7.4013 3.54918 106029 | 000025 | 0.0139341
HLA-DMA choooggg.sgzl:g%san- 18.1999 8.73976 2105826 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:60971640-
CD6 pAaS 155958 0.756242 104424 | 000135 | 0.048998
NC_000001.11:58575422-
TACSTD2 Sy 31.0952 15.2185 4103087 | 5.00E-05 | 0.00377623
TMPRSS4 chooo?};.llz(;: é é§015771' 42,9256 21.029 -1.02946 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000004.12:24795462-
SOD3 S aotens 8.92351 437368 2102876 | 0.00015 | 0.009309
NC_000002.12:240886047-
C2orfs4 aciorasy 12.5282 6.16881 102212 | 5.00E-05 | 0.00377623
TUBA4A | NC-000002.12:219245468- 105.916 522283 4102002 | 5.00E-05 | 0.00377623
219272188
FBXO44 | NC_000001.11:11648360- 6.17793 3.05775 -1.01465 0.00095 | 0.0380109
11663327
NC_000011.10:46380783-
MDK P 116.157 57.8586 100547 | 5.00E-05 | 0.00377623
HSH2D NC—OOO%?;SOS:;?34027' 7.62096 3.80238 100307 | 000075 | 00322677
NC_000002.12:237858713-
RAMPI o 9.90607 495002 -1.00088 0.0006 0.027416
NC_000001.11:31727104-
ADGRB2 RS 215238 1.07688 -0.99908 0.0001 | 0.00676519
TUBB2A NC7000(3)(1)2.71524:3153665 - 19.0084 9.56792 20990361 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000019.10:49474171-
FLT3LG airas 5.88006 2.97305 -0.983887 0.0004 0.020233
NME4 NC—OOO%S;;Z%ZMO' 56.7499 287151 -0.982807 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:42779700-
WNK4 P, 11.1154 5.63265 20980673 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000009.12: 133663073-
SARDH e 1.88408 0.955597 -0.979385 0.0009 | 0.0363522
PLPPR2 NC—OOO?}gélsog;é%ﬁ 85- 6.07172 3.11608 0962372 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:43006724-
IFI35 PR 383569 19.7291 0959157 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:230165465-
SP110 Srespt 16.369 8.43213 20956997 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:145607959-
PDZKI ppndiog 8.78657 453874 20953009 0.0003 | 0.0161565
NC_000010.11:89413855-
IFITS Foysb 6.26689 324151 0951085 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000016.10:89613307-
DPEPI BN 34.0581 17.6625 20947309 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:219054419-
THH et 16.0267 8.32306 20945295 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:23505695-
E2F2 esinee 3.33289 174016 -0.937555 0.0002 | 00117098
ZNF3sg | NC-000019.10:7513879- 12.5802 6.59871 0930899 | 0.0007 | 0.0307735
7534009
NNMT | NC-000011.10:114295812- 19.4155 10.1907 20929962 | 5.00E-05 | 0.00377623

114312516




NC_000006.12:29723339-

11

HLA-F i 10.4424 5.48805 20928089 | 000125 | 0.0466054
HMGCS2 NC7000(1)(1);‘.71619:; ;?747995' 86.5147 45.5703 20924851 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12:146515177-
PLSCRI s 93.6336 49.7704 0911739 | 5.00E-05 | 0.00377623
CDKNIC chooogéé.slg%issnn- 7.77228 413937 -0.908927 0.0004 0.020233
COROIA | NC_000016.10:30183392- 6.55071 3.4904 -0.908258 | 0.00075 | 0.0322677
30189076
NC_000003.12:197001739-
MELTF e 15.3625 8.20154 20905443 | 5.00E-05 | 0.00377623
CDKNIA | NE_000006.12:36676459- 30.2909 16.19 -0.903783 | 5.00E-05 | 0.00377623
36687339
APOLI NC—°°02§§'61715‘3?53070' 73.3644 39.2179 -0.903567 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000009.12:136994607-
CLIC3 o 53.3757 28.6522 -0.897539 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12:58505135-
FAM3D Sl 333341 17.9314 -0.894512 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12: 189956727
P3H2 o s 6.97843 3.75801 -0.892932 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:182598622-
RGSI6 s 6.50438 3.50553 0891781 | 000025 | 0.0139341
PARMI | NC_000004.12:74933074- 221097 1.19219 -0.891065 0.0005 0.023902
75080901
CA2 NC_000008.11:85438826- 45.0742 243177 -0.890293 | 5.00E-05 | 0.00377623
85481492
NC_000001.11:181033378-
MR1 elocioa8 125083 0.678419 -0.882638 0.0009 | 0.0363522
NC_000002.12:190969035-
STATI A 71.1877 38.7303 0878165 | S.00E-05 | 0.00377623
SELENBp] | NC-000001.11:151364301- 43.1518 235697 0872491 | S.00E-05 | 0.00377623
151372734
ORSIEI chooogé é '51408:;‘643925' 3.39203 1.85904 -0.86759 | 000085 | 0.0351483
NC_000010.11:96587099-
PIK3API ppaisds 8.43957 4.64407 086178 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000023.11:100843323-
NOX1 PR 25.875 14,2797 0857588 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:231037565-
C2orf72 TR 46422 2.5632 -0.856863 | 0.00015 | 0.00930899
saMuD] | NCO000 ] L20873070- 16.6349 9.18573 0.856746 | 5.00E-05 | 0.00377623
HLA-B NC70002(1)§.51722:‘3‘ ;35 3865- 15.8849 8.77853 -0.855603 | 0.00015 | 0.00930899
SOSTDCI NC—OOO(I)gL?S:g%”gO' 8.23663 455802 -0.853646 0.0007 | 0.0307735
NC_000022.11:36226208-
APOL2 N 4 313053 17.3461 0851799 | S5.00E-05 | 0.00377623
IRF7 N 51.6894 28.6415 0851761 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000004.12:174490176-

HPGD ovyeh 11.6522 6.45688 -0.851697 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000022.11:24583749-

GGTI b, 15.1651 8.40349 0851697 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000006.12:32840716-

TAPI s 15.0916 8.36626 -0.851093 0.001 0.039516
ILi7RE | NCO00003 185902085 12,0954 6.71513 0.848969 | 5.00E-05 | 0.00377623
pARPI2 | 1NC_000007.14:140023743- 21.9367 12.1792 -0.848928 | 5.00E-05 | 0.00377623

140063721
NC_000003.12:172505507-
TNFSF10 oot 23.9149 13.3367 0842507 | S.00E-05 | 0.00377623
PXDCI NE_000006, 123722601 19.6238 109834 0.837283 | S5.00E-05 | 0.00377623
FAMI05A NC*OOO?%%O{;QS 81781- 17.2444 9.67427 -0.833899 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000007.14:76302557-
HSPBI o 377.485 211.792 0833773 | 5.00E-05 | 0.00377623
CDHRS NC 001 016364 16.4447 925849 0828775 | S5.00E-05 | 0.00377623
CFH NC_000001.11:196651877- 16.5425 9.33914 -0.824819 0.0009 | 0.0363522

196747504




NC_000016.10:68644819-

12

CDH3 ARSI 472372 2.67536 -0.820193 0.0001 | 0.00676519
NC_000002.12:127535688-
MYO7B O 2.67765 151946 -0.81741 0.00035 | 0.018209
NC_000001.11:19596976-
NBLI Cogsgine 44,5972 25311 0817188 | 000065 | 0.0291442
NC_000009.12:33441153-
AQP3 e 797312 452851 0816109 | S.00E-05 | 0.00377623
MSLN NC—OOO%‘;;&mm“' 6.71097 3.82728 -0.810201 0.0006 0.027416
NC_000020.11:43667018-
MYBL2 Py 112.68 644847 -0.8052 S.00E-05 | 0.00377623
GGT6 chooogéggslg;gs 56926- 15.0588 8.62062 -0.804743 | 5.00E-05 | 0.00377623
TMEM238 | NC-000019.10:55379243- 39.58 227952 0796038 | 000015 | 0.00930899
55384259
NC_000007.14:150818963-
AOCI AR 36.0015 207941 0791881 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000022.11:30607082-
TCN2 ey 262698 15.1893 20790352 | 5.00E-05 | 0.00377623
vamps | NC-000002.12:83584407- 47.0174 27.2739 10785671 | 0.00015 | 0.00930899
85593388
NC_000014.9:100146415-
DEGS2 o 46.9666 273271 0781302 | S.00E-05 | 0.00377623
pppIRIB | NC-000017.11:39626207- 63.6854 37.2082 0775343 | S.00E-05 | 0.00377623
39636625
TSPAN4 NCfOOOg(lS;.11106:842823- 113134 6.62347 20772368 0.0009 | 0.0363522
NECTING | NC-000003.12:111071758- 13.7388 8.0501 0771176 | 0.00035 | 0.018209
111201444
PLIN2 NC_000009.12:19108390- 11.2308 6.60679 0765442 | 000025 | 0.0139341
19127606
ILISRA NC—OOOQ;%%?%%%' 6.50805 3.8383 20761759 0.0011 0.0422045
KRTI13 NC_000017.11:41500980- 13.0508 7.71907 20757636 0.0002 | 0.0117098
41505613
NC_000002.12:216632827-
IGFBP2 reciaae 21.7493 12.8844 075534 | 000055 | 0.0257143
NC_000009.12:93121488-
NINJI StV 334916 19.8925 0751575 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000006.12:108848409-
SESN1 e o 11,6179 6.90696 20750225 0.0001 | 0.00676519
NC_000001.11:23428562-
ASAP3 ST 3.44949 2.05104 20750028 | 0.00135 | 0.048998
zGile | NC-000016.10:2830171- 24,1402 14.3692 10748456 | 0.00135 | 0.048998
2832284
cCLIs NC—OOOgég'Sgll:gfgg%Ss ) 418381 24.9292 -0.746984 0.0001 | 0.00676519
LGALS4 NC—OOOgégfgﬁgm & 1115.86 667.725 .0.740834 | S.00E-05 | 0.00377623
RHOD NC_0000LL10-5QR68155 30.7428 18.4164 20739256 | 5.00E-05 | 0.00377623
67072017
1QGApy | NCO009> (70403254 971864 5.82701 10737999 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:212432886-
NENF o, i 37.8002 22,6877 20736483 0.0001 | 0.00676519
pDX60L, | NC-000004.12:168356734- 42996 2.58439 -0.734378 0.0001 | 0.00676519
168480514
NC_000019.10:45864259-
FOXA3 prein 13.6881 8.25434 20729693 | 0.00035 | 0.018209
NC_000014.9:23047060-
CDH24 oA, 6.56938 3.97123 0726172 | 000075 | 0.0322677
NC_000006.12:39188970-
KCNKS s 16.8685 10.2061 -0.7249 S00E-05 | 0.00377623
NC_000014.9:24161212-
IRF9 Ry 29.1482 17.6628 20722695 0.0001 | 0.00676519
AZGP1 chooogg;;:l:?g%mzé- 38.3646 23.3043 0719179 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC _000003.12:194136141-
HESI o s 373534 227126 0717742 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000012.12:121121217-
P2RX4 O i 9.47461 5.76622 071644 | 000085 | 0.0351483
cpraL | NC_000017.11:74987631- 9.92815 6.04242 0716399 | 5.00E-05 | 0.00377623

75005800




NC_000020.11:63558085-

13

HELZ2 PR 207858 12.6626 0715026 | S5.00E-05 | 0.00377623
cpcagEps | NC-000019.10:54465024- 27.8949 17.0294 0711971 | 0.00095 | 0.0380109
54473290
NC_000023.11:66162525-
HEPH s 15.1066 9.24692 -0.708138 | 5.00E-05 | 0.00377623
B2M NC_000015.10:44711486- 1159.84 711.132 -0.705739 | 5.00E-05 | 0.00377623
44718159
NC_000008.11:143977151-
PARP10 s 15.095 9.25955 20705053 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000017.11:27631147-
LGALS9 o ocen 449719 27.735 0697316 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12:122630725-
PARP14 O e 36.2684 22389 20695922 | 5.00E-05 | 0.00377623
GIBI NC_000023.11:71215211- 71,0491 43.8628 -0.695818 | 5.00E-05 | 0.00377623
71225215
PRSSS NC—OOO;)}?;SO%B 1432- 106.917 66.0117 20695703 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:124739932-

NRGN e 285145 17.6193 -0.694542 | 0.00035 | 0.018209
C190rf25 NQOOO?AI‘?;S()S;MQW' 15.3979 9.53075 20692071 | 0.00025 | 0.0139341
CLEC3A NC—OOO%S;ZOI:SSO”S“' 89.462 55.5785 -0.686749 | 5.00E-05 | 0.00377623

NC_000023.11:48521775-
EBP ProsT 131.17 81.9824 -0.678057 | S.00E-05 | 0.00377623

FXYD3 NC_000019.10:35115820- 110.639 69.4182 0672477 | 0.00045 | 0.0220627

35124324
C190rf66 NCJOO%?&O{;SOS61 18- 14.8958 9.35096 -0.671715 0.0005 0.023902
ASFIB NC—OOO?&Z%;;“ 19508- 77.6034 48.7236 0671499 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000002.12:218859822-
WNTI0A oo, 10.848 6.81986 0669621 | 000115 | 0.0436419
NEUI chooogtl)gélzzgziéss 9051- 76.9441 48.4477 -0.667383 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:50532686-
EPN3 oraa 10.7087 6.75049 20665715 0.0002 | 0.0117098
NC_000022.11:39447165-
MGATS3 oronion 3.83881 2.42268 -0.664059 0.0011 0.0422045
NC_000012.12:52022831-
NR4AT oyt 11,3219 7.15013 -0.663076 0.0005 0.023902
Muciz | NC-000003.12:123905441- 111.043 702736 20660059 | S5.00E-05 | 0.00377623
124934751
Cloorgs7 | NC_000012.12:6943437- 77.633 49.283 20655578 | 0.00025 | 0.0139341
6946003
CrRABp2 | NNC_000001.11:156699605- 532611 338.947 20652023 | 5.00E-05 | 0.00377623
156712900
NC_000009.12:94603132-
FBP1 A 4 96.7572 61.6478 065032 | 5.00E-05 | 0.00377623
TGrBr | NC-000005.10:136021543- 25.5914 163077 20650105 | 0.00015 | 0.00930899
136063818
NMB NC_gR015.10:965 1S 50.0261 31.9028 -0.648996 | 0.00045 | 0.0220627
84658611
CRAT NC—OOO?ggfIZ(;;g?OQ“%' 36.0459 23.0017 -0.648096 | S.00E-05 | 0.00377623
RAB26 NC—OOOg};l&?“Sl“' 16.509 10.5739 0642744 | 000085 | 0.0351483
NC_000011.10:76186325-
WNTI1 RS 19.6365 12,6437 20635124 0.0008 | 0.0338484
NC_000001.11:192809038-
RGS2 g 1ors 392711 252914 -0.63482 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000001.11:203305535-
BTG2 S aseon 27.6493 17.8544 -0.630965 0.0001 | 0.00676519
NC_000003.12:171600403-
PLDI s 12.0577 7.79233 20629831 | 000105 | 0.0410261
DGAT2 chooogééblloszzgmsnz- 14.7608 9.56564 20625836 | 0.00065 | 0.0291442
NC _000023.11:154437305-
SLCI0A3 O e 42.7257 27.7344 0623426 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000016.10:67389806-
TPPP3 s 110.194 71,5791 062244 | 5.00E-05 | 0.00377623
AQPS NC_000012.12:49950740- 40.009 26.0199 20620707 0.0006 0.027416

49978444




NC_000014.9:55129216-
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LGALS3 R 78.0749 50.8697 0618054 | S.00E-05 | 0.00377623
LAP3 NC_000004.12:17577303- 65.5759 42.7441 0617441 | 5.00E-05 | 0.00377623
17607967
NC_000014.9:24143364-
PSME2 Yo 171.49 111.93 -0.615528 0.0009 | 0.0363522
EFNA1 | NC_00000L.11:155127872- 27.9665 18.2621 -0.614848 | 0.00075 | 0.0322677
155134910
NC_000023.11:153447664-
BGN 2 o 48.1792 314837 0613807 | 000045 | 0.0220627
NC_000020.11:33675485-
E2F1 i 37.0006 24.1823 20613594 | 0.00025 | 0.0139341
RAPIGAP | NC_000001.11:21596214- 57.1539 37.3666 0613104 | 5.00E-05 | 0.00377623
21669444
NC_000023.11:103356451-
TCEAL9 O e 517985 33.9291 061039 | 000035 | 0.018209
REEP6 NC—OOO?B%(; ;491 165- 73.1266 48.1003 -0.60435 0.0001 | 0.00676519
NC_000001.11:23845076-
FUCAI e 447016 29.4179 -0.603632 0.0002 | 0.0117098
NC_000001.11:54548133-
ACOTI1 e 12.3771 8.1502 -0.602766 0.0008 | 0.0338484
RMI2 NC—OOO?ig'zgoéé ;249004' 383233 252384 0602601 | 0.00095 | 0.0380109
McAaM | NC_000011.10:119308523- 223692 14.7325 -0.602509 0.0002 | 0.0117098
119317132
NC_000011.10:61513715-
SYT7 e 15.0129 9.89807 -0.600983 0.0002 | 0.0117098
IFITM2 NC—OOO%;‘IIO(;”?; 106- 110.472 72.8402 -0.600875 0.0002 | 0.0117098
NC_000006.12:41934932-
CCND3 s 58.0808 38.5237 20592314 0.0001 | 0.00676519
NC_000019.10:49512278-
FCGRT oo 112.03 743203 -0.592062 0.0002 | 0.0117098
NC_000016.10:29670587-
QPRT eosron 46.8248 31.0655 20591963 | 0.00025 | 0.0139341
MAPK3 NC_000016.10:30114104- 43.8144 29.0984 -0.590465 0.0006 0.027416
30123300
CALM3 NC—OOOgég';SO;‘fSGOIZS“' 301.256 200.09 0590341 | S.00E-05 | 0.00377623
TUBAIB NC—OOO%f;le:;?lZ”S] - 722,269 480.143 -0.589071 0.0003 | 0.0161565
NC_000012.12:132687605-
PXMP2 SR 51.6483 343554 -0.588185 | 0.00085 | 0.0351483
NC_000009.12:97412019-
TDRD? e 13.8804 9.25517 20584716 0.0011 0.0422045
cenpm | NC_000022.11:41927746- 41.9827 27.9988 0584431 | 0.00135 0.048998
41947164
KLHDC7A | VC-000001.11:18480929- 8.67603 579118 -0.583178 0.0007 | 0.0307735
18485999
CPTP chooo?géél819:é3z4755- 25.129 16.7791 20582686 | 0.00035 0.018209
NC_000001.11:87328467-
LMO4 oy 323606 21,6108 -0.582488 0.0001 | 0.00676519
HOXATI- | NC 000007.14:27185407-
N o, il 322607 215443 0582473 | 000105 | 0.0410261
TRIM21 LIC_OPO11. 107384896 223151 14.9514 0577742 00012 | 0.0452256
4393696
NC_000017.11:50426157-
ACSF2 s 43.4267 29.1343 20575861 | 0.00025 | 0.0139341
NC_000016.10:70661203-
MTSSIL e 12.5524 8.42574 20575001 0.0003 | 0.0161565
NC_000009.12: 137039456
NPDCI e 634853 42.7274 2057126 | 000015 | 0.00930899
NC_000020.11:23627896-
CST3 o 294.995 199.255 20566076 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:169106708-
ATPIBI S icans 297.791 201.201 20565659 | 0.00035 | 0.018209
NC_000003.12:141876627-
ATPIB3 a0 70.0037 47.479 056014 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:61792636-
FENI S 102.107 693154 -0.558831 0.0002 | 0.0117098
NPC2 NC_000014.9:74479939- 101.245 68.7504 .0.558415 | 0.00055 | 0.0257143

74493475




NC_000006.12:31268748-
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HLA-C SR 57.051 38.9024 20552393 | 0.00085 | 0.0351483
NC_000002.12:8681982-
D2 Npray 602716 41.1031 2055223 0.0005 0.023902
2Rl | NC-000001.11:24119770- 27.4222 18.7548 -0.548089 0.0005 0.023902
24143285
CD81 NQOOOQ;%OI:;”SMS' 254252 173.937 -0.547693 0.0004 0.020233
NC_000022.11:20241414-
RTN4R e 302838 207271 -0.547026 0.0013 | 0.0479098
NC_000005.10:140175067-
CYSTMI s 278.611 190.757 20546511 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000017.11:47844907-
SP6 Pt 23.016 15.7918 -0.543456 | 0.00035 | 0.018209
NC_000022.11:41063995-
RPSOP2 Pron 178373 122.41 -0.543176 0.0005 0.023902
NC_000001.11:153614254-
S100A14 i 146.946 101.1 20539508 | 0.00055 | 0.0257143
NC_000019.10-47778584-

SEPWI Py 186.75 129,304 20530344 | 0.00045 | 0.0220627
WES1 chooogggégzo;gzsmm- 41.9984 29.0882 20529901 0.0004 0.020233
0AZ2 NC_000015.10:64687573- 71,0834 49.3067 0527728 | 0.00045 | 0.0220627

64703281
FGFR3 NC—OOO?%;;;;%”S' 21453 14.8921 20526632 0.0011 0.0422045
NC_000002.12:230864597-
ITM2C ckoaay 133.684 93.0923 20522001 | 0.00065 | 0.0291442
NC_000017.11:47951966-

PRRISL prtitid! 50.8797 35.4701 20520488 | 0.00135 | 0.048998

AGRy | NCO0000T 14 6TOI810- 587.194 410.12 0517793 | 000055 | 0.0257143

DI NC—OOO%(S)'GI;I‘éOl 8906- 702326 492373 051239 | 000045 | 00220627
NC_000001.11:54849626-

DHCR24 SN 211.115 148.296 20509546 0.0007 | 0.0307735
NC_000007.14:65960683-

GUSB Pl 55.8062 39217 -0.508946 0.001 0.039516

VWAL NC—OOO(I)ZJ";;Q“OIS()' 564819 397626 -0.506377 0.0004 0.020233

TMEMs4 | NC-000001.11:32885964- 323.199 227,583 -0.506033 0.0004 0.020233
32901435

SLBP NC7000?3?21724;}692730- 57.0828 40.297 -0.502384 | 0.00085 | 0.0351483

FTHIP20 | [C-000002.12:180692103- 213278 302,447 0503945 | 0.00075 | 0.0322677
180916939

NDI NC_012920.1:3306-4262 543.642 771.45 0.504914 0.0008 | 0.0338484

NC_000002.12:74832654-

HK2 Mot 14.3402 203678 0.506223 0.0011 0.0422045

ATP9A NC—OOO%%SE } 6774 353742 503027 0.50794 0.0003 | 0.0161565

NC_000011.10:12674421-
TEADI I 13.1709 18.7602 0510322 | 000025 | 0.0139341
NC_000017.11:61942604-
MEDI3 oy 112171 15.9787 0.510442 0.0007 | 0.0307735
NC_000003.12:107522935-
BBX Yool 11.1661 15.9278 0512419 | 000085 | 0.0351483
FAM208B NC—0°°2;2'3172868475 8- 9.0796 12,9872 0516385 | 000075 | 0.0322677
NC_000023.11:150980507-
HMGB3 e 19.3756 27.726 0516998 | 0.00085 | 0.0351483
FTHIP10 NCJOO?;’;Z%; 1735 3712- 262302 375.543 0517753 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000020.11:62708769-
NTSRI s, 36.9341 52.9946 0.52089 0.0009 | 0.0363522
NC_000017.11:31094926-
NF1 Sl 14.7526 21228 0.524999 0.0004 0.020233
MUCSAC chooo?;éflo;é 157952- 3.02008 43591 0.529442 0.0011 0.0422045
RICTOR | NC_000005.10:38845857- 4.80669 6.95436 0.532873 0.0008 | 0.0338484
39074421
KIAA0430 | NC_000016.10:15434467- 5.68016 8.22526 0.534129 0.0013 0.0479098

15643166




NC_000017.11:38351875-

16

S0CS7 ksaas 9.3671 13.5713 0.534885 0.0007 | 0.0307735
NC_000016.10:53054990-
CHD9 AN 3.07985 446502 0535808 | 0.00105 | 0.0410261
NC_000007.14:5501903 1
EGFR UG 6.46922 9.4279 0.543345 0.001 0.039516
MANIA2 | NC_000001.11:117367392- 8.24394 12,0274 0.544921 000125 | 0.0466054
117528872
NC_000017.11:29390924-
TAOKI S raioes 7.01893 10.248 0.546019 0.0003 | 0.0161565
NC_000005.10:149141482-
ABLIM3 e g 15.4052 225027 0.546674 | 000025 | 0.0139341
DSP NC7000(7)22.61721:;5401 13- 12.0974 17.6837 0.54772 0.00025 | 0.0139341
SRRM2 NC_000016.10:2737075- 39.8305 58.2348 0.54801 0.0006 0.027416
2771412
ND2 NC_012920.1:4469-5511 469.47 686.78 0.548816 | 0.00035 | 0.018209
NC_000002.12:27217256-
CAD e 11.9642 17.5029 0.548867 | 0.00025 | 0.0139341
NC_000007.14:139561569-
HIPK?2 S taos 3.68809 5.39885 0549777 | 0.00035 | 0.018209
CDK6 NC_000007.14:92604920- 6.81181 10.0217 0.557011 0.0002 0.0117098
92917187
ZNFsg7 | NC_000019.10:57849812- 8.57899 12.627 0.557638 0.00045 | 0.0220627
57865123
NC_000009.12:105554034-
FKTN e 3.40622 5.01776 0.558873 | 0.00075 | 0.0322677
sLc3a2 | NC_000011.10:62856011- 90.8293 133.857 0559459 | 5.00E-05 | 0.00377623
62888883
XPOT NC_000012.12:64304349- 32.537 48.0456 0.562322 0.0001 | 0.00676519
64451125
NC_000022.11:37805106-
HIFO i 133.092 197.127 0.5667 0.0002 | 0.0117098
NC_000004.12: 186587782
FATI o s 215312 31.9228 0.568163 | 5.00E-05 | 0.00377623
MACF1 NC_000001.11:39084166- 7.79624 11.5593 0568199 | 0.00075 | 0.0322677
39487138
NC_000015.10:59659145-
BNIP2 ek 8.46531 12.5634 0.569595 | 0.00035 | 0.018209
NC_000003.12: 156673 170-
TIPARP st 21,6056 32.1724 0.574423 0.0001 | 0.00676519
zrcapn | NC-000012.12:71609598- 5.12783 7.64805 0576742 | 0.00065 | 0.0291442
71680648
NC_000007.14:19918980-
MACCI o 3.83359 5.71933 0.577151 0.00055 | 0.0257143
NC_000019.10:48872391-
PPPIRISA Avrenes 282211 42.1381 0578353 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000012.12:45729682-
ARID2 PR 3.50095 5.23995 0.581808 0.0009 | 0.0363522
NC_000003.12:180431502-
TTC14 iy, 8.21289 12.3046 0583234 | 000135 | 0.048998
NC_000023.11:77504877-
ATRX sl 7.5539 11.3205 0.583643 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000004.12: 122152332
KIAA1109 i, o 3.99599 5.99238 0.584573 0.0002 | 0.0117098
HECTDI NC_081p14.5°94100114- 143138 214726 0585098 | 0.00015 | 0.00930899
31208060
ANXA3 NC—OOOgggfoﬁzfﬁ 1587- 67327 101311 0.589534 | S.00E-05 | 0.00377623
NC_000012.12:13196667-
EMPI ooy 9.10301 13.7109 0.590907 0.0009 | 0.0363522
pRKDC | NC_000008.11:47773107- 18.2133 27.4753 0593141 | 5.00E-05 | 0.00377623
47960183
NC_000014.9:81471546-
SELIL AP 82174 12,4011 0.593716 0.0011 0.0422045
NC_000008.11:29333061-
DUSP4 ovaone 494418 7.46468 0.594348 0.0008 | 0.0338484
GLTSCRI | NC_000006.12:42746957-
> PR 3.65014 5.52861 0.598964 | 0.00135 | 0.048998
PRRC2C Nc7000?2} :51913: éﬁ“g“% - 11.8641 17.9816 0599924 | 5.00E-05 | 0.00377623
PHIP NC_000006.12:78867485- 3.23961 491272 0.6007 0.00105 | 0.0410261

79078294




NC_000001.11:58654738-
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MYSMI oo 321197 4.88497 0.60489 0.0007 | 0.0307735
NC_000001.11:200551496-
KIF14 bl 3.84757 5.86186 0.60741 0.0005 0.023902
NC_000002.12:200510197-
$SGO2 ooseioos 474619 7.23828 0.608875 0.0008 | 0.0338484
NC_000012.12:131949919-
EP400 o 3.67189 5.60927 0611288 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000021.9:28928143-
LTNI e 3.40292 522155 0.617703 | 000075 | 0.0322677
NC_000006.12:56457986-
DST s 432121 6.63407 0.61846 0.0001 | 0.00676519
NC_000004.12:74445097-
AREG S 94.8225 145.63 0.619006 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:93885198-
GCLM S9909508 7.56234 11.6265 0.62051 0.0003 | 00161565
NC_000006.12:138161689-
ARFGEF3 s 3.27698 5.0413 0.62143 0.0001 | 0.00676519
NC_000006.12:16299111-
ATXNI s 416112 6.41068 0.623504 | 0.00065 | 00291442
NRIPI chooo1052016.g:91042961234- 9.68031 14.9273 0.624829 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:214603180-
CENPF o reaona 13.6763 2111 0.626247 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000016.10:87830021-
SLCTAS AP 40.1707 62.0546 0627393 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000023.11:154348528-
FLNA i 47.1481 73.0588 0.63186 | 5.00E-05 | 0.00377623
LRPS NC_000001.11:33226891- 427676 66.4028 0.634725 | 000125 | 0.0466054
53328149
NC_000015.10:39088149-
ABHD2 oy 51525 80.1365 0.637185 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000004.12:168092524-
ANXAI0 e 71.0867 110.713 0.639167 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000018.10:21740792-
MIB1 e oes 5.28548 8.24955 0.642282 | 0.00075 | 00322677
GCLC choooggg;‘152];;3497340- 19.5468 30.5676 0.645068 | S5.00E-05 | 0.00377623
CEACAM6 NC—°00212'712%‘1‘11755420' 8.10616 12.6793 0.64538 0.0011 | 0.0422045
NC_000006.12:87155550-
ZNF292 ooy 245173 3.84993 0.651032 0.0003 | 00161565
NC_000001.11:223541608-
CAPNS s 17.2319 27.0913 0.652742 0.0002 | 0.0117098
NC_000010.11:91923768-
BTAF1 op030908 5.17844 8.1431 0.653061 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000001.11:197153681-
ZBTB4I o o 2.40056 377611 0653532 | 000045 | 00220627
NC_000013.11:42271469-
AKAP11 PR 4 6.15062 9.6827 0.654678 | S.00E-05 | 0.00377623
TBCIDs | NC-000003.12:17157161- 3.67817 5.80004 0.657074 | 0.00055 | 00257143
17742739
RBM33 | NC_000007.14:155644493- 6.72548 10.6139 0.658242 | S5.00E-05 | 0.00377623
155781485
NC_000011.10:69698237-
FGF19 . 4 29.6987 46.8797 0.658564 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000005.10:157477303-
ADAMI9 el 3.73145 5.90408 0.661979 | 0.00025 | 0.0139341
QSERI chooog; (1).11503:2;892825 - 7.86245 12,4662 0.664972 | 5.00E-05 | 0.00377623
ANKRDI2 chooogég.;gos:gmmsz- 3.2695 519173 0.667147 | 0.00045 | 0.0220627
vesisp | NCL00OLLL 12230038 1.86621 2.96495 0.667898 | S5.00E-05 | 0.00377623
CEP3s0 | NC_000001.11:179954772- 2.51543 400228 0.670016 | S.00E-05 | 0.00377623
180114880
NC_000013.11:32315479-
BRCA2 aoe 237144 3.77492 0.67068 0.0003 | 00161565
NC_000021.9:42199683-
ABCGI P 6.89775 10.9897 0.671958 0.0009 | 0.0363522
pEpDCI | NC-000001.11:68474151- 6.44705 10.3004 0.675994 | 0.00015 | 0.00930899
68538627
zccuerr | NC-000001.11:52423274- 3.84783 6.1547 0.677643 0.0003 | 0.0161565

52553463




NC_000013.11:42040035-

18

DGKH e 3.02129 4.83456 0.678219 0.0001 | 0.00676519
NC_000005.10:79976715-
MTX3 oot 1.87527 3.00513 0680327 | 0.00075 | 0.0322677
BDPI chooog?;lgoz:;é“%”' 3.24263 5.20582 0.682962 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000016.10:18804852-
SMG1 Lol 7.03782 113111 0.684539 | S5.00E-05 | 0.00377623
vpsizA | 1NC_000009.12:77176755- 3.4499 5.57324 0.691959 | 5.00E-05 | 0.00377623
77421537
ANAPCI NC—OOO??QSZA;; ;é766146' 7.34977 11.9076 0.696118 | 0.00095 | 0.0380109
SLC38A1 chooog é§,71826;411§ 183054- 317006 51.5983 0702813 | 5.00E-05 | 0.00377623
CYPIBI NC—OOOg%%Zl‘;Z”mSS' 7.60455 124111 0706699 | 5.00E-05 | 0.00377623
UVSSA NC—OOO?gg;Oﬁ;m“] - 40506 6.63224 0.711361 0.0008 | 0.0338484
NC_000012.12:101280126-
UTP20 T 2.66149 441517 0.730231 0.0001 | 0.00676519
NC_000015.10:40594011-
CASC5 o 425433 7.05866 0730461 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000015.10:42738973-
TTBK2 P 177098 2.94894 0.735647 0.0002 | 0.0117098
NC_000023.11:80669487-
BRWD3 oo 3.3231 5.5459 0.738892 0.0013 | 0.0479098
LOC10536 | NC _000011.10:69366824-
o, AR 2.57017 430615 0.744538 | 000025 | 0.0139341
CALB2 NC—OOO%&O{S% 8712- 48.0807 80.7608 0.748198 | 5.00E-05 | 0.00377623
DCBLD2 Nc_ooogggbllzég§795969- 43.0967 72.692 0.75422 5.00E-05 | 0.00377623
PHLDAI NC—OOOSéééllz;;g()ZS““' 214561 363713 0761408 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000003.12:188151205-
LPP o 3.1205 5.37336 0784046 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:212565333-
ATF3 Sqyeiite 7.15249 12.3503 0788026 | 5.00E-05 | 0.00377623
ZKSCANS Nc_ooogg?.51(92£§141643- 2.65664 459228 0789611 | S.00E-05 | 0.00377623
ZNFs32 | NC_000018.10:38862599- 4.00508 6.99848 0.805211 | 5.00E-05 | 0.00377623
58986480
NC_000016.10:11976733-
SNX29 g 145527 2.54791 0.808025 0.0003 | 0.0161565
™y | NC-000012.12:82686951- 691152 12,1585 0814891 | 5.00E-05 | 0.00377623
83134868
NC_000004.12:1031035805-
CENPE o 3.82639 6.764 0.821893 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000012.12:100573660-
GAS2L3 e 2.82832 5.06214 0.839802 | 0.00085 | 0.0351483
CREB3L2 chooo?ggblozgllgzs74978- 3.01024 5.43189 0.851575 | 0.00015 | 0.00930899
NC_000002.12:60881494-
REL wo 131429 2.37967 0.85648 0.0002 | 0.0117098
NC_000007.14:28299320-
CREBS 9. 0.854062 155096 0860748 | 000135 | 0.048998
NC_000001.11:202193989-
LGR6 s 1.62151 2.97004 0.873147 0.001 0.039516
SORBSI chooog;(s)élllﬁgm 1772- 0.737856 136492 0.887403 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000008.11:18527302-
PSD3 056505 1.47484 273411 0.890518 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:197084126-
ASPM o on 6.49836 12,1561 0903533 | S5.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:65422797-
NEATI PRSP 49.8066 94.0846 0917622 | 5.00E-05 | 0.00377623
CLIP4 NC_000002.12:29097675- 112211 2.1577 0943287 | 0.00065 | 0.0291442
29183813
NC_000023.11:73792204-
XIST R 401727 7.8923 0.97423 5.00E-05 | 0.00377623
FAMI20A | NC-000001.11:184791024- 2.2605 445162 0977689 | S5.00E-05 | 0.00377623
184975132
EREG NC_000004.12:74365142- 14.0173 27.6727 0981257 | 5.00E-05 | 0.00377623

74388760




NC_000006.12:46997702-
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ADGRF1 e i 5.7863 11.4912 0989821 | 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000011.10:133908563-
IGSFIB o 0.750953 150213 1.00021 0.0011 0.0422045
NC_000009.12:78297074-
PSATI oS 33.8886 70.913 106525 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000001.11:83861110-
TTLL7 BT 0.730706 153107 1.06718 00012 | 0.0452256
NC_000014.9:37595 198-
TTC6 o 0.602631 126312 1.06764 0.0007 | 0.0307735
NC_000009.12:104781001-
ABCAI mone 0.59561 127292 1.0957 S.00E-05 | 0.00377623
LOC40070 | NC_000019.10:46057677-
. e 172067 3.68172 1.09741 0.0001 | 0.00676519
CHACI NC_000015.10:40942134- 44221 9.46476 1.09783 S.00E-05 | 0.00377623
40956519
NC_000015.10:80779342-
CEMIP PR 13.475 29.0212 1.10683 0.00055 | 0.0257143
NC_000001.11:70411217-
CTH o i 1oa0 2.07747 454347 1.12896 0.0002 | 0.0117098
PTPRM chooogig.élg(zzs 67315 0.75628 1.71462 1.18089 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000008.11:69667045-
SLCOSA1 s 0.505013 1.17902 122319 0.00085 | 0.0351483
PGMS5 NC_000009.12:68355163- 1.17393 2.76146 123409 0.0004 0.020233
68531061
TNC chooo?(l)g.lllzég 30195 74- 0.940044 227738 127658 5.00E-05 | 0.00377623
NC_000014.9:04612376-
SERPINA3 P 1.57644 409036 137556 0.0002 | 0.0117098
LRRN4 Nc_ooog(z)(s);llolégo40545- 0.530669 139522 139461 0.00075 | 0.0322677
NC_000001.11:43991246-
SLC6A9 e 0.799768 2.18878 145248 000115 | 0.0436419
NC_000007.14:97852116-
ASNS Soaaa) 26.8663 89.2487 173203 S.00E-05 | 0.00377623
NC_000013.11:77535673-
SCEL RS 2.62774 8.72945 173207 | 5.00E-05 | 0.00377623
cypial | NC_000015.10:74719541- 0.523368 176512 175387 5.00E-05 | 0.00377623
74725610
NC_000004.12:138025237-
SLCTALL s 5.73686 19.9331 179684 | 5.00E-05 | 0.00377623
AKAPI2 | NC_000006.12:151239814- 151284 5.72766 1.92069 5.00E-05 | 0.00377623
151358559
NC_000001.11:153031202-
SPRRIB L on 1.87231 8.19831 2.13051 S.00E-05 | 0.00377623

*LogFC: Log2 of Fold Change




Table S4. Top ten differentially expressed genes (Down-regulated) by Avicequinone B

Gene o . . .
Symbol Description Function Association with CRC LogFC q value
1 Expression in CRC tissue is associated with an aggressive phenotype
and poor prognosis.
Interferon-induced X . . 1 Proliferation and invasiveness of CRC cells (SW480 and DLD-1)
[FITM1 transmembrane protein 1 IFN-induced antiviral protein with stable/ectopic over-expression of IFITMI. -4.131 0.004
| Migration/invasion ability of CRC cells (HT-29, LoVo, and DLD-1)
with transient/stable knockdown of IFITIM1. ©°
. May have a special functional . . . .
Lysosomal-associated . - Predicted target of hsa-miR-150, hsa-miR-16 and hsa-miR-28,
LAPTMS transmembrane protein 5 rqle during embryogetllesm and miRNAs down-regulated in CRC tissue.'’ -3.321 0.007
in adult hematopoietic cells.
. ) o o o 1 Expression in KRAS-mutated CRC cell lines and patient-derived
IF144L Interferon‘-‘glcli}]l(ced protein Exhlblt_s a I}clyw apt}vtr:al _act1v1ty organoid culture. 3307 0.004
ke against hepatitis € virus. 1 Expression in HT-29 cells resistant to Oxaliplatin.'"'?
Radical S-adenosyl Interferon-inducible iron-sulfur .
RSAD2 methionine domain- (4FE-43) cluster-binding 1 Expression in CRC sarr(liplles rrVlvheS compared to colorectal 2836 0.004
containing protein 2 antiviral protein. adenomas.
1 Expression in metastatic CRC cell lines compared to primary CRC
Epithelial-stromal cells.
EPSTII interaction protein1 | T 1 Expression in CRC cell lines with silenced expression of Nkx2-3, a -2.669 0.004
transcription factor down regulated in CRC.'*!°
TMEMA40 Transmembrane protein40 | - -2.632 0.004
Troponin is the central 1 Expression in CRC cells (SW480) treated with the ligand of CXCR4
TNNCI1 Troponin C (TN-C) regulatory protein of striated and CXCR7, chemokines receptors increased with tumor stage and -2.521 0.004
muscle contraction. size in CRC.'®
G-protein coupled receptor . . .
GPRC5B family C group 5 member Unknown Targeted by hsa-mlR-99b-5;:]?SE; lr]x;l}}NA down-regulated in CRC 2.482 0.004
UMPTCN}IlP kcllngsle 2 May participate in dUTP and RNA Lo lated to a higher risk . LI
CMPK2 mitochondria dCTP synthesis in T m expression is correlated to a higher risk score in stages I- 2411 0.004
(cytidine/uridine . . CRC, DNA aneuploidy, and neoplastic progression.'®!° : :
. mitochondria.
monophosphate kinase 2)
Atypical homeodomain protein Colon stem cell marker. | Expression in CRC tissue, mainly in an
Homeodomain-only which is required to modulate epigenetic manner, which is associated with increased progression and
HOPX -2.406 0.004

protein

cardiac growth and
development.

metastasis. Forced expression of HOPX suppressed proliferation and
invasion of CRC cells (HCT116 and DLD1).*
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Table SS. Top ten differentially expressed genes (Up-regulated) by Avicequinone B

Gene

Symbol Description Function Association with CRC LogFC q value
. Cross-linked envelope 1 mRNA expression in HT-29 cells with knockdown expression of PHGR1, a
SPRRIB Comifin-B protein of keratinocytes. possible protein marker of CRC development and metastasis.”! 2.131 0.004
. . | mRNA expression or methylation of gene promoter in CRC tissue.
ki b Anghormﬁ protem”thiat » Tumor suppressor gene in CRC. Represents a potential molecular biomarker
AKAPI2 A- inase anchor mediates t e'subce ular for predicting CRC malignancy. 1.921 0.004
protein 12 (Gravin) compartmentation of protein - - : ’
- » Induced re-expression of AKAP12 promoted apoptosis, reduced colony
kinase A and C. . . . o oo
formation and migration of LoVo cells in vitro and in vivo.
Cystine/glutamate High affinity exchange of . . 4 . 25
SLC7A11 transporter (xCT) anionic aminoacids. | Protein expression in metastatic CRC cells. 1.797 0.004
Heme-thiolate » Polymorphisms in CYP1A1 gene are associated with increased risk of CRC
Cytochrome P450 monooxygenase that oxidizes development.
CYPIAI 1A1 a variety of compounds, » Key metabolizing enzyme of polycyclic aromatic hydrocarbons (i.e. 1.754 0.004
including xenobiotics. benzo[a]pyrene) which are considered important carcinogens.?*?*
May function in the assembly | Expression in specimens from CRC patients with metastasis.
SCEL Sciellin or regulation of proteins in | Expression in CRC metastatic cell lines promoted migration and invasion, 1.732 0.004
the cornified envelope. while overexpression had the opposite effect.”’
1 mRNA expression in CRC cells (i.e. SW620 and HT-29) treated with anti-
Asparagine Svnthesizes d carcinogenic compounds.
ynthesizes de novo . g -
ASNS synthetgse asparagine from aspartate 1 Expression in !(RAS—mutated CRC ce_lls/tlssue,_through the PI3K-AKT- 1.732 0.004
[glutamine- and elutamine mTOR pathway, is an important metabolic adaptation to support growth and
hydrolyzing] & survival. Silencing of ASNS diminished the proliferation of KRAS-mutant
CRC cells in vitro and in vivo.>*3
Sodium- and "lfe:‘inr:;n]j teistStILei a;t;?fr.lln(;f 1T mRNA expression when CRC cells (i.e. HCT-116 or RKO) were treated
SLC6A9 chloride-dependent gl y & Y with protopanaxadiol, a cytotoxic metabolite from P. quinquefolius L., or Zinc 1.452 0.044
. sodium-dependent reuptake . . 334
glycine transporter 1 . . . during hypoxia.”
into presynaptic terminals.
Leucine-rich repcat May play an important role
LRRN4 P in hippocampus-dependent Identified as a low abundance protein in CRC tissues.* 1.395 0.032
neuronal protein 4 .
long-lasting memory.
Serine protease inhibitor, |Expression in CRC samples (affected tissue, SW620 metastatic cells, HT-29
Alpha-1- specific against neutrophil malignant colonospheres) when compared to paired normal samples.
SERPINA3 antichymotrypsin cathepsin G, mast cell 1 Expression in disseminated than localized CRC. 1.376 0.012
(SerpinA3) chymase, and pancreatic 1Levels in serum/plasma levels of CRC patients when compared to patients
chymotrypsin. with polyps or healthy.?¢3*
Extracellular matrix protein 1 Expression in CRC tissue (mainly by cancer associated fibroblasts) that
TNC Tenascin that, in tumors, stimulates promote survival, proliferation, and invasiveness of CRC cells by induction of 1.277 0.004

angiogenesis

angiogenesis and metastasis, particularly to the liver.***
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Supplementary Figures
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Figure S1. Avicequinone B did not induce mutagenic
or genotoxic effects in vitro. (A) Ames test was
performed using Salmonella typhimurium (TA100)
treated with vehicle (DMSO, control), avicequinone B
(8.20 uM), sodium azide (NaN3), or 2-aminoanthracene
(2-AA), with and without S9 metabolic activation.
Mutagenic effect was scored visually; yellow wells
were counted as positive whereas purple wells counted
as negative. The frequency of reverted wells is plotted
in a bar graph. Results are representative of two
independent experiments, and are expressed as the
mean £ S.EM. (n=4-11 per group). (****) p<0.0001
vs. control group. (B) Micronucleus assay was
performed using 3T3-L1 fibroblasts treated with vehicle
(DMSO, control), avicequinone B (10.7 pM) or
mitomycin (MMC, 0.5 puM) for 30 h, before blocking
the cytokinesis with cytochalasin. Representative
pictures of a fibroblast Vs. micronucleated fibroblasts
are shown; (Wright’s Stain; 100X). The frequency of
micronucleated fibroblasts is plotted in a bar graph.
Results are representative of two independent
experiments, and are expressed as the mean £ S.E.M.
(n=5-10 per group). (*) p<0.05 vs. control group. (C)
Comet assay was performed using 3T3-L1 fibroblasts
treated with vehicle (DMSO, control), avicequinone B
(10.7 uM) or hydrogen peroxide (150 uM) before
neutral DNA-electrophoresis. Representative pictures of
comet tails for each scored population assigned by three
blinded investigators are shown (SYBER green stain;
10X). The frequency of comets with medium to
complete DNA-damage was plotted in a bar graph.
Results are representative of two independent
experiments, and are expressed as the mean + S.E.M.
(n=4 per group).
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Figure S2. RT-qPCR validation of RNA-seq results. Six genes were selected to confirm the
differential expression using the same samples used for RNA-seq (n=3) with RT-qPCR. Results
were plotted as the correlation and linear regression analysis between RNA-seq and RT-qPCR
data (Log2FC-fold change), in addition to the detailed results from the RT-qPCR analysis of
selected genes when using (A) GAPDH or (B) HPRT as endogenous housekeeping genes. Data
are expressed as mean £ S.EM (n=3-6 per group), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
**x%p<0.0001, as calculated by unpaired t-test with Welch's correction when required.
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Colorectal
Cancer

GPRC5B MAPK3 EPSTI1 PLSCR1 IFITM1 IFIT3 IFIT2

Nodes and Links Link color

. Symbol of gene/protein and keywords ~—®— Stimulatory relationship

—®— Interactive relationship and its weight ~ —®—> Both stimulatory and inhibitory
—&— Non-interactive relationship —®— Neither stimulatory nor inhibitory
—&— Abstract only

Figure S3. Colorectal cancer, interferon, and interferon regulated genes (IRGs) are strongly related. Text-mining was applied using Chillibot
(http://www.chilibot.net/) searching for interactions between differentially expressed IRGs (CMPK2, EPSTI1, GPRC5B, IF127, IFI44L, IFIT1, IFIT2, IFIT3,
IFITM1, IFITM2, IFITM3, IRF7, IRF9, ISG15, MAPK3, MAPK11, MAPK12, MX1, OAS1, OAS2, OAS3, OASL, PLSCR1, RSAD2, STATI1, TNNCI1), and
the root keywords “Colorectal cancer” and “Interferon”. Updated December 07, 2018.
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Figure S4. Avicequinone B significantly impacts the expression of targets within
cancer signaling pathways. Differentially expressed genes (DEGs) between HT-29
cells treated with avicequinone B (8.20 uM) and vehicle (control) were analyzed using
iPathwayGuide online software to identify that (A) Bladder Cancer, (B) Pancreatic

Cancer, and (C) Breast Cancer were significantly impacted. The heat map at the top left
shows the Log?2 fold change (LogFC), where blue indicates down-regulated genes and
red indicates up-regulated genes. Only those genes that meet our criteria of differential
expression are shown (Log?2 I(fold change)l >0.5, p-value <0.001, and g-value <0.05).
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Figure SS. Avicequinone B significantly impacts the expression of targets within PI3K-AKT signaling pathway. Differentially expressed
genes (DEGs) between HT-29 cells treated with compound avicequinone B (8.20 uM) and vehicle (control) were analyzed using iPathwayGuide
online software. (A) Impact Analysis. The heat map at the top left shows the Log2 fold change (LogFC), where blue indicates down-regulated
genes and red indicates up-regulated genes. Only those genes that meet our criteria of differential expression are shown (Log2 I(fold change)l
>0.5, p-value<0.001, and g-value<0.05). (B) Perturbation analysis. The heat map at the top left shows the predicted perturbation (FC +
accumulation), where blue indicates down-regulated genes and red indicates up-regulated genes, bold red highlighted arrows indicates coherent

cascades.
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Figure S6. Avicequinone B significantly impacts the expression of targets within MAPK signaling pathway. Differentially expressed genes
(DEGs) between HT-29 cells treated with compound avicequinone B (8.20 uM) and vehicle (control) were analyzed using iPathwayGuide online
software. (A) Impact Analysis. The heat map at the top left shows the Log2 fold change (LogFC), where blue indicates down-regulated genes
and red indicates up-regulated genes. Only those genes that meet our criteria of differential expression are shown (Log?2 I(fold change)l >0.5, p-
value <0.001, and g-value <0.05). (B) Perturbation analysis. The heat map at the top left shows the predicted perturbation (FC + accumulation),
where blue indicates down-regulated genes and red indicates up-regulated genes, bold red highlighted arrows indicate coherent cascades.
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Supplementary information

Ames mutagenicity test

Compound mutagenicity was performed employing the
commercial Muta-ChromoPlate™ Ames test kit (EBPI
Inc., Ontario, Canada). 8-Hydroxy-2-(2-thienylcarbonyl)
naphtho[2,3-b]thiophene-4,9-dione (Compound 1) was
mixed with Salmonella typhimurium (TA100) and incu-
bated in the presence or absence of S9 fraction for 3 days

Naphthoquinone exerts anti-colorectal cancer activity through ferroptosis and MAPK signaling pathway =— |

at 37°C. Subsequently, microplates were observed and
wells of different colors were counted: yellow, partially
yellow, or turbid wells were scored as positives while
purple wells were scored negative. Sodium azide (NaNs)
and 2-aminoanthracene (2-AA) were employed as posi-
tive control and DMSO was employed as a negative
control. The test results are showed in Supplementary
Figure 1.

Table S1: Differentially expressed genes in HT-29 cells treated with compound 1 in comparison with control (vehicle-treated) counterparts.

Gene Locus Sample1 Sample 2 Value1l Value2  LogFC p value g value
IFITM1 NC_000011.10:313990-315272 Control 1 42.5409 1.56003 -4.76921 5.00E-05 0.00377623
IFl44L NC_000001.11:78620381-78646145 Control 1 7.62704 0.416008 -4.19644 5.00E-05 0.00377623
0AS2 NC_000012.12:112978394-113011723 Control 1 29.0267 3.32197 -3.12727 5.00E-05 0.00377623
XAF1 NC_000017.11:6755410-67756 47 Control 1 3.6127 0.433431 -3.0592 5.00E-05 0.00377623
EPSTI1 NC_000013.11:42886387-42992271 Control 1 2.74703 0.3325 —-3.04644 5.00E-05 0.00377623
MX2 NC_000021.9:41304228-41408943 Control 1 6.10635 0.774039 -2.97983 5.00E-05 0.00377623
RSAD2 NC_000002.12:6828553-6898239 Control 1 3.28666 0.429985 -2.93426 5.00E-05 0.00377623
PAX4 NC_000007.14:127610291-127618192 Control 1 1.33869 0.175995 -2.92721 0.0012 0.0452256
FFAR2 NC_000019.10:35447964-35451767 Control 1 1.59041 0.22465  -2.82365 5.00E-05 0.00377623
CMPK2 NC_000002.12:6828553-6898239 Control 1 8.46783  1.22264  -2.79199 5.00E-05 0.00377623
IFIT1 NC_000010.11:89392545-89406487 Control 1 18.5847 2.73759 -2.76314 5.00E-05 0.00377623
OASL NC_000012.12:121018881-121039242 Control 1 55.8964 8.7715 -2.67186 5.00E-05 0.00377623
DDX60 NC_000004.12:168216290-168318807  Control 1 9.93407 1.69801 —-2.54854 5.00E-05 0.00377623
LAPTM5 NC_000001.11:30732467-30757840 Control 1 2.00973 0.344088 -2.54616 5.00E-05 0.00377623
IFI6 NC_000001.11:27666060-27672213 Control 1 194.867 35.143 -2.47118 5.00E-05 0.00377623
HPN NC_000019.10:35040505-35106304 Control 1 1.69098 0.308217 -2.45584 5.00E-05 0.00377623
IFITM3 NC_000011.10:319672-320914 Control 1 250.965 46.3243  -2.43764 5.00E-05 0.00377623
SEPT4 NC_000017.11:58519836-58692055 Control 1 1.53396 0.288432 -2.41095 5.00E-05 0.00377623
PIGR NC_000001.11:206928521-206946466  Control 1 7.01245 1.33395 -2.39422 5.00E-05 0.00377623
REG4 NC_000001.11:119794017-119811580 Control 1 70.8985 14.099 -2.33017 5.00E-05 0.00377623
IFl44 NC_000001.11:78648553-78664078 Control 1 52.6196 10.8155 -2.28251 5.00E-05 0.00377623
UBE2L6 NC_000011.10:57551654-57568330 Control 1 17.2816 3.6124 -2.2582 5.00E-05 0.00377623
MX1 NC_000021.9:41420328-41459214 Control 1 33.7418 7.13639 -2.24127 5.00E-05 0.00377623
IFI27 NC_000014.9:94110732-94116699 Control 1 651.455 139.493  -2.22347 5.00E-05 0.00377623
RCOR2 NC_000011.10:63911220-63916844 Control 1 1.69453 0.368471 -2.20126 5.00E-05 0.00377623
HOPX NC_000004.12:56647987-56681866 Control 1 2.20683  0.481426 -2.19659 5.00E-05 0.00377623
ETNK2 NC_000001.11:204131060-204152182 Control 1 1.2446 0.273087 -2.18825 5.00E-05 0.00377623
CERCAM NC_000009.12:128405992-128437351 Control 1 2.05444 0.45988  -2.15941 5.00E-05 0.00377623
IFIT2 NC_000010.11:89293472-89316145 Control 1 14.1052 3.17883 -2.14966 5.00E-05 0.00377623
HERC6 NC_000004.12:88378564-88506170 Control 1 13.2967 3.05724 -2.12076 5.00E-05 0.00377623
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Table S1: Continued

Gene Locus Sample1 Sample 2 Value 1 Value2  LogFC p value g value
PALM3 NC_000019.10:14053366-14062137 Control 1 3.47439 0.806585 -2.10686 5.00E-05 0.00377623
CASP1 NC_000011.10:105025507-105035591 Control 1 1.67499 0.408975 -2.03407 0.00035 0.018209
TNNC1 NC_000003.12:52451090-52454041 Control 1 14.2123 3.48515 —-2.02785 5.00E-05 0.00377623
HEPACAM2 NC_000007.14:93188585-93232297 Control 1 4.04772 1.00057  -2.01629 5.00E-05 0.00377623
CD200 NC_000003.12:112332223-112362812 Control 1 5.58892 1.40126 -1.99585 5.00E-05 0.00377623
0AS1 NC_000012.12:112906776-112932190 Control 1 92.4562 23.2216 -1.9933 5.00E-05 0.00377623
SLC1A7 NC_000001.11:53087178-53142632 Control 1 2.82452  0.711706 -1.98865  5.00E-05 0.00377623
IFIT3 NC_000010.11:89327818-89344944 Control 1 32.7464  8.35109  -1.9713 5.00E-05 0.00377623
KLK12 NC_000019.10:51028953-51035651 Control 1 6.1343 1.56788 -1.96809 5.00E-05 0.00377623
NEURL1 NC_000010.11:103479602-103592552 Control 1 3.07106  0.800687 -1.93943  5.00E-05 0.00377623
1SG15 NC_000001.11:1013466-1014540 Control 1 594.444 155.927 -1.93067 5.00E-05 0.00377623
TFF3 NC_000021.9:42311666-42315596 Control 1 25.0933 6.62604 -1.92108 5.00E-05 0.00377623
ANXA13 NC_000008.11:123680793-123766246 Control 1 66.1225 17.7262 -1.89926 5.00E-05 0.00377623
AGXT NC_000002.12:240868744-240879119  Control 1 1.67463 0.449586 -1.89718 0.00135 0.048998
ATOH1 NC_000004.12:93828926-93829991 Control 1 5.48599 1.48548 -1.88482 5.00E-05 0.00377623
SECTM1 NC_000017.11:82321023-82334045 Control 1 4.26709 1.17759 -1.85742 5.00E-05 0.00377623
CDX1 NC_000005.10:150166780-150184558 Control 1 3.06173 0.8494 -1.84983 5.00E-05 0.00377623
SEPP1 NC_000005.10:42756817-42811922 Control 1 2.84268 0.789659 -1.84795 5.00E-05 0.00377623
UPK3A NC_000022.11:45284986-45295874 Control 1 8.35012  2.33743  -1.83688  5.00E-05 0.00377623
RNASE1 NC_000014.9:20725951-20810034 Control 1 3.88919 1.10412 -1.81658 0.0005 0.023902
CRYM NC_000016.10:21252990-21318591 Control 1 3.63178 1.04001 -1.80408 0.0009 0.0363522
LGALS2 NC_000022.11:37570245-37580017 Control 1 47.9498  14.0591  -1.77002  5.00E-05 0.00377623
ADH6 NC_000004.12:99088856-99301356 Control 1 3.89607 1.16144 -1.7461 5.00E-05 0.00377623
RARRES3 NC_000011.10:63536800-63546458 Control 1 157.788 47.3439 -1.73674 5.00E-05 0.00377623
APOE NC_000019.10:44905748-44909395 Control 1 6.08789 1.85998 -1.71066 5.00E-05 0.00377623
GBP1 NC_000001.11:89034665-89102691 Control 1 1.9541 0.598215 -1.70777 0.00045 0.0220627
FAM83C NC_000020.11:35285250-35292422 Control 1 1.13674 0.350571 -1.69713 0.00035 0.018209
GJB6 NC_000013.11:20221961-20232395 Control 1 1.30194 0.410081 -1.66668  0.00025 0.0139341
ST6GALNAC1 NC_000017.11:76617768-76643838 Control 1 3.28893 1.03885 -1.66263 5.00E-05 0.00377623
RASL11A NC_000013.11:27270326-27273690 Control 1 40.1973 12.7888 -1.65222 5.00E-05 0.00377623
PTPRO NC_000012.12:15322256-15598331 Control 1 7.26995  2.31945  -1.64816  5.00E-05 0.00377623
PPP1R14D NC_000015.10:40815444-40828793 Control 1 13.2244 4.22176 -1.64729 5.00E-05 0.00377623
LCE1E NC_000001.11:152786276-152788426 Control 1 2.82979 0.923977 -1.61477 0.00125 0.0466054
GPRC5B NC_000016.10:19858970-19886045 Control 1 1.2985 0.428734 -1.5987 0.00045 0.0220627
NEUROG3 NC_000010.11:69571439-69577099 Control 1 3.04965 1.00694 -1.59866 0.0008 0.0338484
LINC00261 NC_000020.11:22560552-22578642 Control 1 9.96174 3.30482  -1.59182 5.00E-05 0.00377623
0AS3 NC_000012.12:112938432-112973251 Control 1 59.775 20.1462 -1.56904 5.00E-05 0.00377623
PDZK1 NC_000001.11:145607959-145707507 Control 1 8.78657 2.96481 -1.56736 5.00E-05 0.00377623
COPZ2 NC_000017.11:48026166-48048091 Control 1 4.32374 1.45966 -1.56665 0.0002 0.0117098

CX3CL1 NC_000016.10:57372460-57385048 Control 1 2.39113 0.821588 -1.5412 0.0001 0.00676519
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Table S1: Continued

Gene Locus Sample1 Sample 2 Value 1 Value 2 LogFC p value g value
WNK4 NC_000017.11:42779700-42797066 Control 1 11.1154 3.81964 -1.54105 5.00E-05 0.00377623
SLC5A9 NC_000001.11:48221112-48248644 Control 1 1.163 0.403354 -1.52774 5.00E-05 0.00377623
Clorf115 NC_000001.11:220690285-220699157 Control 1 2.02657 0.7057 -1.52192 0.0001 0.00676519
CLDN2 NC_000023.11:106900062-106930861  Control 1 62.9028 21.9756 -1.51722 5.00E-05 0.00377623
WWTR1 NC_000003.12:149517234-149724783 Control 1 1.18082 0.41256 -1.51712 5.00E-05 0.00377623
METTL7A NC_000012.12:50923810-50932517 Control 1 3.62449 1.28364 -1.49754 5.00E-05 0.00377623
APOL3 NC_000022.11:36140322-36166177 Control 1 3.36534  1.20074  -1.48683  5.00E-05 0.00377623
SERPINA6 NC_000014.9:94304247-94323351 Control 1 6.21789  2.23421  -1.47666  5.00E-05 0.00377623
PARP9 NC_000003.12:122525589-122575203 Control 1 42.15 15.1616 -1.47511 5.00E-05 0.00377623
GPA33 NC_000001.11:167051126-167091553 Control 1 2.43622  0.880978 -1.46746  0.0001  0.00676519
DDX58 NC_000009.12:32455301-32526324 Control 1 10.5294 3.83406  -1.45748 5.00E-05 0.00377623
TRPV6 NC_000007.14:142871202-142885745 Control 1 1.52485 0.555492 -1.45683 0.00045 0.0220627
HMGCS2 NC_000001.11:119747995-119769125 Control 1 86.5147 31.6773 -1.4495 5.00E-05 0.00377623
IL1IR1 NC_000002.12:102069637-102179874 Control 1 1.22748 0.450005 -1.44769 0.00095 0.0380109
USP18 NC_000022.11:18149958-18177397 Control 1 7.4884 2.74682  -1.44689 5.00E-05 0.00377623
MATN3 NC_000002.12:19990203-20012694 Control 1 2.37885 0.872873 -1.44642 0.00025 0.0139341
PRAP1 NC_000010.11:133347339-133352683 Control 1 34.2362 12.6983 -1.43088 5.00E-05 0.00377623
SERPINE1 NC_000007.14:101127086-101139266 Control 1 2.62158 0.974386 -1.42787 5.00E-05 0.00377623
ACY3 NC_000011.10:67642550-67650829 Control 1 5.15023 1.9251 -1.41971 0.0001 0.00676519
OR51E1 NC_000011.10:4643925-4655488 Control 1 3.39203  1.28136  -1.40447  5.00E-05 0.00377623
IFIH1 NC_000002.12:162267078-162318708 Control 1 13.2086 4.99383  -1.40326 5.00E-05 0.00377623
DHX58 NC_000017.11:42101403-42112733 Control 1 9.02519  3.43136  -1.39517 5.00E-05 0.00377623
CFB NC_000006.12:31945943-31952084 Control 1 10.9144 4.14993 -1.39507 5.00E-05 0.00377623
PLEKHA4 NC_000019.10:48837091-48868627 Control 1 5.57248 2.12107 -1.39353 5.00E-05 0.00377623
SSTR5 NC_000016.10:1064080-1081454 Control 1 2.4293 0.932742 -1.38099 0.001 0.039516
TSPAN32 NC_000011.10:2296276-2318201 Control 1 1.97298 0.758769 -1.37864 5.00E-05 0.00377623
SEPT6 NC_000023.11:119615723-119693370 Control 1 2.051 0.794186 -1.36878 0.00015 0.00930899
SPHK1 NC_000017.11:76382976-76387860 Control 1 2.1454 0.831522 -1.36742 0.0004 0.020233
NTF4 NC_000019.10:49054273-49065076 Control 1 3.65749 1.42256 -1.36237 0.00115  0.0436419
PDZK1IP1 NC_000001.11:47183588-47190099 Control 1 67.8236 26.41 -1.3607 5.00E-05 0.00377623
SNTA1 NC_000020.11:33407956-33443892 Control 1 2.00009 0.780802 -1.35704  0.0003  0.0161565
RAMP1 NC_000002.12:237858713-237912117 Control 1 9.90607  3.8854 -1.35025 5.00E-05 0.00377623
TMEM37 NC_000002.12:119429911-119438520 Control 1 6.11011 2.42915 -1.33075 5.00E-05 0.00377623
AIF1L NC_000009.12:131096475-131123152 Control 1 2.78618  1.11176 -1.32545  0.0001  0.00676519
NEURL3 NC_000002.12:96497642-96508157 Control 1 2.99216 1.21223 -1.30353 0.0007 0.0307735
C2orf72 NC_000002.12:231037565-231049714 Control 1 4.6422 1.88144 -1.30297 5.00E-05 0.00377623
CEACAM7 NC_000019.10:41673306-41688277 Control 1 1.88004 0.761996 -1.30291 0.0009 0.0363522
VGLL1 NC_000023.11:136532151-136556807 Control 1 7.4013 3.01738 -1.29448 0.0001 0.00676519
RHOV NC_000015.10:40872213-40874289 Control 1 6.57375 2.68399  -1.29234 0.0001 0.00676519
PDZD3 NC_000011.10:119185456-119190223 Control 1 2.43678 0.995735 -1.29114 0.00015 0.00930899

IHH NC_000002.12:219054419-219060516 Control 1 16.0267 6.59711 -1.28057 5.00E-05 0.00377623
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Gene Locus Sample1 Sample 2 Value 1 Value2  LogFC p value g value
CDKN1C NC_000011.10:2883217-2885804 Control 1 7.77228 3.22157 -1.27057 5.00E-05 0.00377623
ASAP3 NC_000001.11:23428562-23484631 Control 1 3.44949 1.44126 -1.25905 5.00E-05 0.00377623
SCAMP5 NC_000015.10:74995534-75021495 Control 1 4.23013 1.77083 -1.25627 5.00E-05 0.00377623
HES6 NC_000002.12:238238266-238240124  Control 1 36.1551 15.2093 -1.24925 5.00E-05 0.00377623
CD74 NC_000005.10:150401636-150412936 Control 1 12.0218 5.06458 -1.24714 5.00E-05 0.00377623
BLVRA NC_000007.14:43754840-43839020 Control 1 6.18426 2.60587 -1.24683 0.00055 0.0257143
PSMB9 NC_000006.12:32854160-32859851 Control 1 10.7217 4.52236 -1.24538 0.00015 0.00930899
NPY6R NC_000005.10:137801192-137810751 Control 1 2.81958 119028  -1.24418  0.0001  0.00676519
RARRES2 NC_000007.14:150338317-150341685 Control 1 18.8919 8.00998 -1.2379 5.00E-05 0.00377623
CiB2 NC_000015.10:78104605-78131976 Control 1 4.29633  1.82516 -1.23508  0.00015 0.00930899
CDé6 NC_000011.10:60971640-61020377 Control 1 1.55958 0.663213 -1.23361 0.0005 0.023902
APOC1 NC_000019.10:44914246-44919349 Control 1 12.5004 5.32361 -1.2315 0.0005 0.023902
LOXL1 NC_000015.10:73917467-73952141 Control 1 9.89426 4.23132 -1.22548 5.00E-05 0.00377623
P3H2 NC_000003.12:189956727-190144846 Control 1 6.97843 3.01077 -1.21277 5.00E-05 0.00377623
SOWAHA NC_000005.10:132813323-132816797 Control 1 2.01462 0.873065 -1.20634 0.00025 0.0139341
CHN2 NC_000007.14:29146546-29563728 Control 1 3.62949 1.57753 -1.2021 5.00E-05 0.00377623
HYAL1 NC_000003.12:50299888-50312951 Control 1 4.28803 1.87045 -1.19693 0.0001 0.00676519
HLA-DMB NC_000006.12:32934628-32941070 Control 1 9.86258 4.303 -1.19662 5.00E-05 0.00377623
CLDN9 NC_000016.10:3012455-3014505 Control 1 6.01097 2.62337 -1.19618 5.00E-05 0.00377623
GGT6 NC_000017.11:4556926-4560596 Control 1 15.0588  6.57461  -1.19563 5.00E-05 0.00377623
SP110 NC_000002.12:230165465-230316571 Control 1 16.369 7.15027 -1.1949 5.00E-05 0.00377623
CARNS1 NC_000011.10:67415677-67425607 Control 1 2.10177 0.920241 -1.19152 0.00015 0.00930899
MYO7B NC_000002.12:127535688-127637728 Control 1 2.67765 1.17447 -1.18896 5.00E-05 0.00377623
TMEM150B NC_000019.10:55284100-55334043 Control 1 8.3099 3.66768 -1.17996 0.001 0.039516
NNMT NC_000011.10:114295812-114312516 Control 1 19.4155 8.66176 -1.16448 5.00E-05 0.00377623
TNFSF10 NC_000003.12:172505507-172523507 Control 1 23.9149 10.6785 -1.16319 5.00E-05 0.00377623
LY6E NC_000008.11:143018484-143022410 Control 1 326.82 146.25 -1.16006 5.00E-05 0.00377623
MAP1LC3A NC_000020.11:34546822-34560345 Control 1 26.0717 11.6861 -1.15769 5.00E-05 0.00377623
LOC100130111 NC_000015.10:29674934-29679163 Control 1 3.29906 1.48288 -1.15365 0.00035 0.018209
FAM105A NC_000005.10:14581781-14616180 Control 1 17.2444 7.76754 -1.15059 5.00E-05 0.00377623
MATN2 NC_000008.11:97869020-98036720 Control 1 3.09348  1.3954 -1.14855 5.00E-05 0.00377623
AGR3 NC_000007.14:16854710-16881989 Control 1 46.1377  20.8632  -1.14498  5.00E-05 0.00377623
AQP3 NC_000009.12:33441153-33447633 Control 1 79.7312 36.1323 -1.14185 5.00E-05 0.00377623
IFIT5 NC_000010.11:89413855-89421506 Control 1 6.26689  2.84145  -1.14112 5.00E-05 0.00377623
GAMT NC_000019.10:1397025-1401570 Control 1 6.03035 2.73504 -1.14068 0.00055 0.0257143
AQP7 NC_000009.12:33383134-33410302 Control 1 1.20752 0.548162 -1.13938 0.00125 0.0466054
KCNH2 NC_000007.14:150944955-150978314 Control 1 8.38604 3.81182 -1.13751 5.00E-05 0.00377623
PARP12 NC_000007.14:140023743-140063721 Control 1 21.9367 9.9767 -1.13671 5.00E-05 0.00377623
HLA-B NC_000006.12:31353865-31357245 Control 1 15.8849 7.23123 -1.13534 5.00E-05 0.00377623
LOC107984897 NC_000016.10:78051314-78066418 Control 1 11.3586 5.17881 -1.13309 0.00045 0.0220627




DE GRUYTER Naphthoquinone exerts anti-colorectal cancer activity through ferroptosis and MAPK signaling pathway =— V
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IRF9 NC_000014.9:24161212-24166565 Control 29.1482 13.4353 -1.11738 5.00E-05 0.00377623
PLSCR4 NC_000003.12:146192334-146251179 Control 2.10764 0.971802 -1.1169 0.00025 0.0139341
UBA7 NC_000003.12:49805204-49813958 Control 4.75 2.19586 -1.11314 5.00E-05 0.00377623
LYPD6B NC_000002.12:149038466-149215262 Control 2.71453 1.2567 -1.11106 0.00065 0.0291442
LRRC31 NC_000003.12:169839174-169869935 Control 2.4132 1.12679 -1.09873 0.0009 0.0363522
TCEA3 NC_000001.11:23379952-23424779 Control 24.0537 11.2426 -1.09729 5.00E-05 0.00377623
POU2AF1 NC_000011.10:111352250-111379432 Control 239618  1.1225 -1.09403  0.00015 0.00930899
HSH2D NC_000019.10:16134027-16158575 Control 7.62096 3.58722 -1.08711 5.00E-05 0.00377623
EVL NC_000014.9:99971453-100144236 Control 2.59081 1.22485 -1.08079 0.0009 0.0363522
PLSCR1 NC_000003.12:146515177-146544841 Control 93.6336  44.2757  -1.08051  5.00E-05 0.00377623
MR1 NC_000001.11:181033378-181061938 Control 1.25083 0.594021 -1.0743 0.00025 0.0139341
PARM1 NC_000004.12:74933074-75080901 Control 2.21097 1.05128 -1.07254 0.0002 0.0117098
FAM131C NC_000001.11:16057768-16073632 Control 4.00417 1.91672 -1.06287 0.00115  0.0436419
FOLR1 NC_000011.10:72189557-72196323 Control 15.7596 7.60115 -1.05195 5.00E-05 0.00377623
CLEC3A NC_000016.10:78022545-78032106 Control 89.462 43.5238 -1.03947 5.00E-05 0.00377623
BST2 NC_000019.10:17402938-174056 48 Control 214.436 104.72 -1.03401 5.00E-05 0.00377623
COCH NC_000014.9:30874495-30890618 Control 2.93872 1.43541 -1.03373 0.0012 0.0452256
ALDH1L1 NC_000003.12:126103560-126210169 Control 3.99044  1.95005 -1.03304 0.00015 0.00930899
ZNF358 NC_000019.10:7513879-7534009 Control 12.5802 6.18416 -1.0245 0.00035 0.018209
TBX10 NC_000011.10:67631302-67639560 Control 8.08904  3.97932  -1.02344  0.00045 0.0220627
SOSTDC1 NC_000007.14:16461480-16496513 Control 8.23663 4.05474 -1.02244 0.00015 0.00930899
PPP1R1B NC_000017.11:39626207-39636625 Control 63.6854  31.4151 -1.0195 5.00E-05 0.00377623
CHST3 NC_000010.11:71964361-7201356 4 Control 2.06385 1.02051 -1.01605 0.0001 0.00676519
NOX1 NC_000023.11:100843323-100874345 Control 25.875 12.8817 -1.00624 5.00E-05 0.00377623
CDC42EP5 NC_000019.10:54465024-54473290 Control 27.8949 13.9171 -1.00315 5.00E-05 0.00377623
TNFAIP8L3 NC_000015.10:51056595-51105276 Control 7.44057 3.73179 —-0.995545 5.00E-05 0.00377623
DEPTOR NC_000008.11:119873654-120056202 Control 9.19854 4.61834  -0.994031 5.00E-05 0.00377623
TRABD2A NC_000002.12:84821649-84881975 Control 4.25876 2.14717 —-0.987995 0.0013 0.0479098
AQP1 NC_000007.14:30911799-30925516 Control 9.45705 4.78733  -0.98217 5.00E-05 0.00377623
HELZ2 NC_000020.11:63558085-63574239 Control 20.7858 10.5389  -0.979877 5.00E-05 0.00377623
TMPRSS4 NC_000011.10:118015771-118125505 Control 42.9256 21.7779 -0.978973 5.00E-05 0.00377623
CTSO NC_000004.12:155924117-155953896 Control 4.08686  2.08054 -0.97403  0.0005  0.023902
PARP14 NC_000003.12:122680725-122730840  Control 36.2684  18.5363 -0.968357 5.00E-05 0.00377623
NECTIN3 NC_000003.12:111071758-111201444 Control 13.7388  7.0227 -0.968158  5.00E-05 0.00377623
SLC4A4 NC_000004.12:71187285-71572087 Control 1.47986 0.760926 -0.959631 0.00025 0.0139341
MYCL NC_000001.11:39895423-39902015 Control 5.70535 2.93605 -0.958439 0.00015 0.00930899
HLA-DMA NC_000006.12:32948613-32953122 Control 18.1999 9.36802 -0.958114 5.00E-05 0.00377623
ADGRB2 NC_000001.11:31727104-3176 4063 Control 2.15238 1.11146 -0.953475 0.0003 0.0161565
SbC3 NC_000001.11:30869465-30909735 Control 2.72102 1.40701 -0.951517  5.00E-05 0.00377623
CLIC3 NC_000009.12:136994607-136997929  Control 53.3757 27.6041  -0.951299 5.00E-05 0.00377623
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SAMHD1 NC_000020.11:36873070-36951843 Control 1 16.6349 8.6064 -0.950732 5.00E-05 0.00377623
SLC7A7 NC_000014.9:22773221-22819811 Control 1 14.7377 7.62635 -0.950449 5.00E-05 0.00377623
SLC38A11 NC_000002.12:164897744-164955721 Control 1 3.74059 1.93676 -0.949617 0.0006 0.027416
PLD1 NC_000003.12:171600403-171810494 Control 1 12.0577 6.26099 -0.945495 5.00E-05 0.00377623
C2orf54 NC_000002.12:240886047-240896889 Control 1 12.5282 6.52606 -0.940899 5.00E-05 0.00377623
CFH NC_000001.11:196651877-196747504 Control 1 16.5425 8.62837 -0.939022 5.00E-05 0.00377623
WNT10A NC_000002.12:218859822-218893931  Control 1 10.848 5.65966 -0.938648 5.00E-05 0.00377623
APOL1 NC_000022.11:36253070-36267531 Control 1 73.3644  38.3059 -0.937513  5.00E-05 0.00377623
F2R NC_000005.10:76716042-76735780 Control 1 26.5476 13.9167 -0.93176 5.00E-05 0.00377623
SERPINA4 NC_000014.9:94561419-94569913 Control 1 6.39001  3.35145  -0.931034 0.00025 0.0139341
KIF12 NC_000009.12:114091622-114100099 Control 1 16.5629 8.70514  -0.928013 5.00E-05 0.00377623
PDZRN3 NC_000003.12:73382429-73627899 Control 1 2.95871 1.55612 -0.92702 0.0004 0.020233
RGS16 NC_000001.11:182598622-182604413 Control 1 6.50438 3.42598 -0.924895 5.00E-05 0.00377623
PAG1 NC_000008.11:80967809-81112080 Control 1 1.18402 0.624241 -0.923517 0.00085 0.0351483
TMEM86A NC_000011.10:18698734-18726939 Control 1 4.40746 2.32842 -0.920598 0.0003 0.0161565
MSLN NC_000016.10:760745-768865 Control 1 6.71097 3.55263 -0.917634 5.00E-05 0.00377623
AIFM3 NC_000022.11:20965129-20981360 Control 1 8.84598 4.69095 -0.91514 5.00E-05 0.00377623
TAP1 NC_000006.12:32840716-32853971 Control 1 15.0916 8.01411 -0.913132  0.0007 0.0307735
DEGS2 NC_000014.9:100146415-100166886 Control 1 46.9666  24.942 -0.913057  5.00E-05 0.00377623
HPGD NC_000004.12:174490176-174541049  Control 1 11.6522 6.2105 -0.907826 5.00E-05 0.00377623
FOXA3 NC_000019.10:45864259-45873797 Control 1 13.6881 7.32293  -0.902425 5.00E-05 0.00377623
PARP10 NC_000008.11:143977151-143986 471 Control 1 15.095 8.11571 -0.895279 5.00E-05 0.00377623
MDK NC_000011.10:46380783-46383837 Control 1 116.157 62.4978 -0.894195 5.00E-05 0.00377623
SOD3 NC_000004.12:24795462-24800845 Control 1 8.92351 4.8026 —-0.893798 0.00065 0.0291442
PACSIN3 NC_000011.10:47177521-47186 459 Control 1 6.19168 3.33434  -0.89293 0.00085 0.0351483
TUBB2A NC_000006.12:3153665-3157549 Control 1 19.0084 10.2625 -0.88926 5.00E-05 0.00377623
HEPH NC_000023.11:66162525-66267389 Control 1 15.1066 8.15704  -0.889065 5.00E-05 0.00377623
CTSvV NC_000009.12:97029676-97039643 Control 1 5.50947 2.9858 -0.883795 5.00E-05 0.00377623
CA2 NC_000008.11:85438826-85481492 Control 1 45.0742 24.4823 -0.880559 5.00E-05 0.00377623
APOL2 NC_000022.11:36226208-36239954 Control 1 31.3053 17.0595 -0.875833 5.00E-05 0.00377623
1QGAP2 NC_000005.10:76403254-76708132 Control 1 9.71864  5.29785  -0.875349 5.00E-05 0.00377623
STAT1 NC_000002.12:190969035-191014250  Control 1 71.1877 38.809 -0.875237  5.00E-05 0.00377623
SMPD1 NC_000011.10:6390300-6394998 Control 1 4.85654 2.65034 -0.873753 0.00045 0.0220627
ZG16B NC_000016.10:2830171-2832284 Control 1 241402  13.1845  -0.8726 0.00015 0.00930899
BTG2 NC_000001.11:203305535-203309602 Control 1 27.6493 15.1457 -0.86833 5.00E-05 0.00377623
HES4 NC_000001.11:998961-1001052 Control 1 13.2588 7.26933 -0.867051 0.0009 0.0363522
SEMA4A NC_000001.11:156149672-156177751 Control 1 6.966 3.81923  -0.867047 0.0001 0.00676519
CDH3 NC_000016.10:68644819-68727573 Control 1 4.72372 2.59165 -0.866052 0.00025 0.0139341
FXYD3 NC_000019.10:35115820-35124324 Control 1 110.639 61.0219 -0.858464 5.00E-05 0.00377623
NME4 NC_000016.10:382240-400754 Control 1 56.7499 31.3589 —-0.855744  5.00E-05 0.00377623

LGALS4 NC_000019.10:38801670-38813544 Control 1 1115.86 618.829  -0.850546 5.00E-05 0.00377623
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C190rf66 NC_000019.10:10086118-10106194 Control 1 14.8958 8.26645 -0.849562 5.00E-05 0.00377623
MMP14 NC_000014.9:22836532-22847600 Control 1 3.77273 2.10785 -0.839836 0.0007 0.0307735
MELTF NC_000003.12:197001739-197029816 Control 1 15.3625 8.61329  -0.834773 0.00015 0.00930899
IFI35 NC_000017.11:43006724-43014459 Control 1 38.3569 21.5668 -0.830669 5.00E-05 0.00377623
NXPH4 NC_000012.12:57216794-57226449 Control 1 23.6453 13.2973 -0.830416 5.00E-05 0.00377623
DRAM1 NC_000012.12:101877326-101923623 Control 1 8.45042 476289 -0.827187 5.00E-05 0.00377623
BAIAP2L2 NC_000022.11:38084888-38110944 Control 1 8.02986  4.52674 -0.826901 0.0001 0.00676519
IGFBP2 NC_000002.12:216632827-216664436  Control 1 21.7493  12.2874  -0.823783 0.00025 0.0139341
GGT7 NC_000020.11:34844719-34872858 Control 1 5.37522 3.04276 -0.820944 0.00095 0.0380109
FAM3D NC_000003.12:58505135-58706084 Control 1 33.3341  18.8927 -0.819171  5.00E-05 0.00377623
QPRT NC_000016.10:29670587-29698699 Control 1 46.8248 26.555 -0.818289 5.00E-05 0.00377623
SLC23A3 NC_000002.12:219161458-219170095 Control 1 5.82299 3.31238  -0.813893 0.00105 0.0410261
GJB1 NC_000023.11:71215211-71225215 Control 1 71.0491 40.5886 -0.80774 5.00E-05 0.00377623
TCN2 NC_000022.11:30607082-30627060 Control 1 26.2698 15.0868 -0.800121 5.00E-05 0.00377623
LMO4 NC_000001.11:87328467-87348923 Control 1 32.3606 18.6075 —-0.79835 5.00E-05 0.00377623
MUC1 NC_000001.11:155185823-155192915 Control 1 8.40938  4.83573  -0.798265 0.00035 0.018209
FCGRT NC_000019.10:49512278-49526428 Control 1 112.03 64.7843  -0.790174 5.00E-05 0.00377623
D2 NC_000002.12:8681982-8684453 Control 1 60.2716 35.0174 —-0.783406 5.00E-05 0.00377623
DDX60L NC_000004.12:168356734-168480514  Control 1 4.2996 2.50426 -0.779815 0.0001  0.00676519
RAP1GAP NC_000001.11:21596214-21669444 Control 1 57.1539 33.3557 -0.776917  5.00E-05 0.00377623
TSPAN12 NC_000007.14:120787319-120858369 Control 1 15.5636 9.09055 -0.775732 5.00E-05 0.00377623
SELENBP1 NC_000001.11:151364301-151372734 Control 1 43.1518 25.4239  -0.763238 5.00E-05 0.00377623
EPN3 NC_000017.11:50532686-50543750 Control 1 10.7087 6.31522 -0.761875 0.0001 0.00676519
EHHADH NC_000003.12:185162900-185282886  Control 1 3.92642 2.31732 -0.760761 0.0007 0.0307735
PIK3AP1 NC_000010.11:96587099-96720522 Control 1 8.43957 4.98342 -0.760033 5.00E-05 0.00377623
CEBPD NC_000008.11:47736913-47738164 Control 1 17.2159 10.1706 -0.759335 0.00055 0.0257143
TNNT1 NC_000019.10:55132697-55149354 Control 1 27.8027 16.4716 —-0.75524 0.00025 0.0139341
MGAT3 NC_000022.11:39447165-39492194 Control 1 3.83881 2.27836  -0.752663 0.0003 0.0161565
HHLA2 NC_000003.12:108296489-108378285  Control 1 20.1767 12.0096 -0.748503 5.00E-05 0.00377623
GBP2 NC_000001.11:89106131-89126159 Control 1 9.95608 5.93947  -0.745243 5.00E-05 0.00377623
CRAT NC_000009.12:129094793-129110791 Control 1 36.0459  21.5406  -0.742773 5.00E-05 0.00377623
C120rf57 NC_000012.12:6943437-6946003 Control 1 77.633 46.4021  -0.742479 5.00E-05 0.00377623
PRR15L NC_000017.11:47951966-47957905 Control 1 50.8797 30.5257 -0.737063 5.00E-05 0.00377623
BGN NC_000023.11:153447664-153509554 Control 1 48.1792  28.9303 -0.735827 5.00E-05 0.00377623
ATP1B1 NC_000001.11:169106708-169462221 Control 1 297.791 178.942  -0.734807 5.00E-05 0.00377623
WNT11 NC_000011.10:76186325-76210842 Control 1 19.6365 11.8258 —-0.731607 0.00025 0.0139341
TRIM21 NC_000011.10:4384896-4393696 Control 1 22.3151 13.4645 -0.728859 5.00E-05 0.00377623
AZGP1 NC_000007.14:99966726-99976112 Control 1 38.3646 23.2823  -0.720543 0.0001 0.00676519
TMEM159 NC_000016.10:20933110-21180616 Control 1 28.0637 17.0463  -0.719247 5.00E-05 0.00377623

LGALS9 NC_000017.11:27631147-276 49560 Control 1 44.9719 27.3747  -0.716179  5.00E-05 0.00377623
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AQP5 NC_000012.12:49950740-49978444 Control 1 40.009 24.4129  -0.712676  5.00E-05 0.00377623
IL17RE NC_000003.12:9902085-9916402 Control 1 12.0954 7.38759 -0.71128 0.00015 0.00930899
FAM210B NC_000020.11:56358926-56368663 Control 1 11.5373 7.06792 -0.706948 0.0004 0.020233
CDHR5 NC_000011.10:616564-625067 Control 1 16.4447 10.0959 -0.703859 0.0008 0.0338484
KALRN NC_000003.12:124033340-124726325 Control 1 10.3089 6.33122 -0.703332 0.0002 0.0117098
TMPRSS2 NC_000021.9:41464550-41508158 Control 1 17.185 10.5691 -0.701295 5.00E-05 0.00377623
SLC40A1 NC_000002.12:189560589-189580811 Control 1 96.3051 59.2328 -0.701215 5.00E-05 0.00377623
TACSTD2 NC_000001.11:58575422-58577494 Control 1 31.0952 19.1745 -0.697501 5.00E-05 0.00377623
LAMB2 NC_000003.12:49121113-49133166 Control 1 10.4297 6.43361 -0.697003 5.00E-05 0.00377623
TOR1B NC_000009.12:129803142-129811424  Control 1 22.716 14.0144  -0.696802 5.00E-05 0.00377623
FBP1 NC_000009.12:94603132-94640257 Control 1 96.7572 59.7312 -0.695885 5.00E-05 0.00377623
STYK1 NC_000012.12:10618922-10674318 Control 1 8.09943 5.00751 -0.693727 0.00095 0.0380109
CREB3L1 NC_000011.10:46277637-46321422 Control 1 99.4763 61.536 -0.69292 5.00E-05 0.00377623
ZC3HAV1 NC_000007.14:139043518-139109720 Control 1 19.0422 11.7966 -0.690833 0.00035 0.018209
GPC4 NC_000023.11:133301035-133415177 Control 1 15.7965 9.8048 -0.688041 5.00E-05 0.00377623
FUCA1 NC_000001.11:23845076-23868369 Control 1 44,7016 27.783 -0.686121 5.00E-05 0.00377623
KLHDC7A NC_000001.11:18480929-18485999 Control 1 8.67603 5.41245 -0.680752 0.0001 0.00676519
ATP6V1B1 NC_000002.12:70935867-70965431 Control 1 34.4334 21.5045 -0.679174  5.00E-05 0.00377623
S100A2 NC_000001.11:153561107-153565830 Control 1 39.2015 24,5387 -0.675851 0.0007  0.0307735
TSHZ1 NC_000018.10:75210754-75289950 Control 1 5.86558  3.67512  —-0.67448  0.00035 0.018209
PKDCC NC_000002.12:42048020-42058528 Control 1 32.9204 20.6371  -0.673739 5.00E-05 0.00377623
HGD NC_000003.12:120628167-120682571  Control 1 19.7631 12.4526  -0.666362 0.00045 0.0220627
PML NC_000015.10:73994672-74047819 Control 1 22.3757 14.1203 -0.664166 0.0002 0.0117098
SESN1 NC_000006.12:108848409-109094505  Control 1 11.6179 7.33366  -0.663743 0.0005 0.023902
MCAM NC_000011.10:119308523-119317132 Control 1 22.3692 14.1614 -0.659553  0.0001 0.00676519
EFNA2 NC_000019.10:1282816-1301431 Control 1 20.6362 13.0679 -0.659148 0.00025 0.0139341
TMEM173 NC_000005.10:139475527-139482790 Control 1 16.8378 10.663 -0.659085 0.00075 0.0322677
TNS1 NC_000002.12:217799788-217992615 Control 1 7.34862 4.66956 -0.654187 0.00015 0.00930899
ASS1 NC_000009.12:130444706-130502592  Control 1 47.1206 29.951 -0.653752  0.0001 0.00676519
MAOA NC_000023.11:43654906-43746824 Control 1 18.1152 11.525 -0.652436 5.00E-05 0.00377623
AOC1 NC_000007.14:150818963-150877309  Control 1 36.0015  22.9213  -0.651368 0.00015 0.00930899
PLIN2 NC_000009.12:19108390-19127606 Control 1 11.2308 7.1509 -0.651266  0.0013 0.0479098
SRCIN1 NC_000017.11:38530014-38607166 Control 1 4.62468 2.94941  -0.648928 0.00075 0.0322677
HOXA11-AS NC_000007.14:27185407-27189293 Control 1 32.2607  20.5939 -0.647562 0.00015 0.00930899
CLRN3 NC_000010.11:127877840-127892947 Control 1 24.7284 15.798 -0.646424 0.00115 0.0436419
ACSF2 NC_000017.11:50426157-50474845 Control 1 43.4267 27.8127 -0.642836 5.00E-05 0.00377623
STXBP6 NC_000014.9:24809653-25050297 Control 1 4.72163 3.03455 -0.637803 0.00135 0.048998
EDN1 NC_000006.12:12256463-12297194 Control 1 15.9831 10.2967  -0.634356 0.00065 0.0291442
SLC29A4 NC_000007.14:5274310-5304073 Control 1 22.6862 14.6288 -0.633002 0.00015 0.00930899
EFNA1 NC_000001.11:155127872-155134910 Control 1 27.9665 18.0469 -0.63195 0.0007 0.0307735
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SY17 NC_000011.10:61513715-61588404 Control 1 15.0129 9.70403 -0.629547 0.0002 0.0117098
MTSSI1L NC_000016.10:70661203-70686207 Control 1 12.5524 8.12294  -0.627892 5.00E-05 0.00377623
GATA2 NC_000003.12:128479421-128503207 Control 1 43.0738 27.8762  -0.627777 0.00065 0.0291442
YPEL3 NC_000016.10:30092313-30096216 Control 1 39.1411 25.3795 —-0.625023 0.00115 0.0436419
PXDC1 NC_000006.12:3722601-3752012 Control 1 19.6238 12.7318 -0.624168 0.001 0.039516
ANXA9 NC_000001.11:150982022-150995638 Control 1 35.5593 23.085 —-0.623267 0.00015 0.00930899
AGR2 NC_000007.14:16791810-16805114 Control 1 587.194 383.447 -0.614809 5.00E-05 0.00377623
IFITM2 NC_000011.10:308106-309410 Control 1 110.472 72.1797 -0.614016  0.0001 0.00676519
HSPB1 NC_000007.14:76302557-76304297 Control 1 377.485 247.432  -0.609389 0.0002 0.0117098
FGFR3 NC_000004.12:1793298-1808872 Control 1 21.453 14.0693 -0.608627 0.0002  0.0117098
PLXND1 NC_000003.12:129555212-129606739 Control 1 21.7408 14.318 -0.602576 0.00015 0.00930899
QPCT NC_000002.12:37344609-37373322 Control 1 90.1117 59.3533  -0.602386 0.0001 0.00676519
PAPSS2 NC_000010.11:87659718-87747705 Control 1 36.5868 24.1481 —-0.599418 0.0001 0.00676519
B2M NC_000015.10:44711486-44718159 Control 1 1159.84 765.726  -0.599029 5.00E-05 0.00377623
BCAM NC_000019.10:44809058-44821421 Control 1 142.703 94.3964  -0.59621 0.00025 0.0139341
ADRA2A NC_000010.11:111077031-111080907 Control 1 15.5104 10.2622  -0.595888 0.0004 0.020233
KCNK5 NC_000006.12:39188970-39229475 Control 1 16.8685 11.2453 —-0.585007 0.0004 0.020233
SPATA20 NC_000017.11:50547088-50555852 Control 1 23.6239 15.7598 —-0.583998 0.0006 0.027416
STAT2 NC_000012.12:56341596-56360253 Control 1 9.6357 6.43894 -0.581567 0.00105 0.0410261
TDRD7 NC_000009.12:97412019-97496125 Control 1 13.8804 9.28991 -0.579312 0.0011 0.0422045
CKB NC_000014.9:103519657-103522859 Control 1 401.562 269.105 -0.577453 0.0001 0.00676519
ST3GAL2 NC_000016.10:70379434-70439088 Control 1 11.6022 7.7789 -0.576763 0.0003  0.0161565
MPZL2 NC_000011.10:118253415-11826 4536 Control 1 34.8119 23.365 -0.575232  0.0006 0.027416
APOL6 NC_000022.11:35648316-35668409 Control 1 4.10394 2.75492  -0.574999 0.001 0.039516
MAGED2 NC_000023.11:54807598-54816015 Control 1 40.9655 27.5043  -0.574751 0.00045 0.0220627
MAPK3 NC_000016.10:30114104-30123309 Control 1 43.8144 29.446 —-0.573334 0.00125 0.0466054
LOC100294145 NC_000006.12:32894175-32903758 Control 1 11.5766 7.79627  -0.570354 0.00135 0.048998
IL22RA1 NC_000001.11:24119770-24143285 Control 1 27.4222 18.529 -0.565563 0.0001 0.00676519
HLA-C NC_000006.12:31268748-31272136 Control 1 57.051 38.5651 -0.564953 0.00045 0.0220627
SLITRK6 NC_000013.11:85792786-85799348 Control 1 20.2884  13.791 —-0.556932 0.00065 0.0291442
SP100 NC_000002.12:230416155-230545602  Control 1 39.4593  26.8322 -0.556402 0.0013 0.0479098
WFS1 NC_000004.12:6260367-6308709 Control 1 41.9984  28.6329 -0.552661 0.0002  0.0117098
HID1 NC_000017.11:74950741-74975728 Control 1 24.6624 16.8321 -0.551094  0.00055 0.0257143
CAPN5 NC_000011.10:77066944-77126155 Control 1 30.0456  20.523 -0.549915 0.0002  0.0117098
HES1 NC_000003.12:194136141-194138612 Control 1 37.3534 25.6163 -0.544174  0.00115 0.0436419
SP6 NC_000017.11:47844907-47876312 Control 1 23.016 15.792 —-0.543444 0.0006 0.027416
TCEAL9 NC_000023.11:103356451-103358469 Control 1 51.7985 35.5415  -0.543409 0.00135 0.048998
EHD2 NC_000019.10:47713343-47743134 Control 1 38.8931 26.6948 -0.542956 0.00085 0.0351483
SEPT8 NC_000005.10:132747401-132778216 Control 1 28.7375 19.784 -0.538598 0.00055 0.0257143

ACSS1 NC_000020.11:25006229-25058182 Control 1 49.5716 34.1489 -0.537673 0.00025 0.0139341
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PRSS8 NC_000016.10:31131432-31135762 Control 1 106.917 73.6552 -0.537636 0.0004 0.020233
NPNT NC_000004.12:105895439-105971671 Control 1 17.2811 11.9182 -0.536031 0.0006 0.027416
MYOM3 NC_000001.11:24042273-24112175 Control 1 18.9418 13.0826  -0.53393 0.0005 0.023902
ALDH1A1 NC_000009.12:72900661-72953317 Control 1 270.586 187.022  -0.532879 0.00045 0.0220627
CFTR NC_000007.14:117478366-117668665 Control 1 30.5828 21.1908 -0.529286 0.0001 0.00676519
MucCi13 NC_000003.12:124905441-124934751 Control 1 111.043 77.0679  -0.526911  0.0003 0.0161565
DTX4 NC_000011.10:59171429-59213021 Control 1 26.974 18.8042  -0.520512 0.0007  0.0307735
ORMDL3 NC_000017.11:39921040-39944999 Control 1 66.7645  46.9223 -0.508809 0.0008  0.0338484
MET NC_000007.14:116672358-116798386 Control 1 64.835 91.8056 0.501809 0.0009 0.0363522
CAPN2 NC_000001.11:223677817-223776018 Control 1 62.1047  88.078 0.504079 0.0006  0.027416
FLNB NC_000003.12:58008399-58172255 Control 1 35.3822 50.2714 0.506715 0.00065 0.0291442
FAM208B NC_000010.11:5684758-5763740 Control 1 9.0796 12.9037 0.507086 0.00125 0.0466054
GNL3L NC_000023.11:54530210-54567287 Control 1 4.38879 6.27392 0.515545  0.00135 0.048998
TIPARP NC_000003.12:156673170-156706770 Control 1 21.6056 30.8953 0.515986  0.0005 0.023902
TUBGCP3 NC_000013.11:112485004-112606 469 Control 1 18.1563 25.9917 0.517581  0.0013 0.0479098
ABLIM3 NC_000005.10:149141482-149260439 Control 1 15.4052 22.0566 0.517786  0.001 0.039516
SLC38A1 NC_000012.12:46183054-46278613 Control 1 31.7006 45.4161 0.518694 0.0005 0.023902
DYNC1H1 NC_000014.9:101964527-102050798 Control 1 10.9971 15.795 0.522346 0.00055 0.0257143
MDC1 NC_000006.12:30699806-30717988 Control 1 8.57787  12.3291 0.523379  0.00105 0.0410261
QSER1 NC_000011.10:32892825-33015362 Control 1 7.86245  11.3073 0.524203 0.0006  0.027416
coT NC_000016.10:84565595-84618096 Control 1 86.746 125.36 0.531208 0.0005 0.023902
HSPH1 NC_000013.11:31134973-31171800 Control 1 95.5258  138.391 0.534789 0.0003  0.0161565
CENPF NC_000001.11:214603180-2146 64574 Control 1 13.6763 19.8483 0.537333  0.0003 0.0161565
SMG1 NC_000016.10:18804852-18937762 Control 1 7.03782 10.3247 0.552893 0.00035 0.018209
MACF1 NC_000001.11:39084166-39487138 Control 1 7.79624 11.5076 0.561732  0.001 0.039516
UBASH3B NC_000011.10:122655689-122814479 Control 1 5.85446 8.67076 0.566622 0.00055 0.0257143
PDCD11 NC_000010.11:103396614-103446295 Control 1 9.92578 14.7363 0.570127 0.00025 0.0139341
UCA1 NC_000019.10:15827044-15836321 Control 1 21.5547 32.0083 0.570442 0.00045 0.0220627
IFRD1 NC_000007.14:112423143-112477203 Control 1 19.8308 29.5633 0.576067 0.00015 0.00930899
CASC5 NC_000015.10:40594011-40664342 Control 1 4.25433 6.35903 0.579873 0.0008 0.0338484
ABHD2 NC_000015.10:89088149-89202360 Control 1 51.525 77.1508 0.582408 5.00E-05 0.00377623
PRRC2C NC_000001.11:171485495-171593511 Control 1 11.8641 17.7661 0.582534 0.0001 0.00676519
HISTIH2BK NC_000006.12:27138292-27146858 Control 1 91.7234 138.04 0.589724 0.00055 0.0257143
SLC7A5 NC_000016.10:87830021-87869499 Control 1 40.1707  60.8314 0.598671  5.00E-05 0.00377623
FAT1 NC_000004.12:186587782-186726915 Control 1 21.5312 32.6247 0.599539  5.00E-05 0.00377623
RBM19 NC_000012.12:113816737-113966371 Control 1 6.48083  9.85095 0.604083 0.0009 0.0363522
PLEC NC_000008.11:143915146-143976800 Control 1 34.5739 52.555 0.604144 0.0003 0.0161565
ZNF532 NC_000018.10:58862599-58986480 Control 1 4.00508 6.13846 0.616046 0.00085 0.0351483
GPX3 NC_000005.10:151020437-151028993 Control 1 76.4555 117.28 0.617268 0.00035 0.018209
CENPE NC_000004.12:103105805-103198409 Control 1 3.82639 5.8767 0.619022 0.0002 0.0117098
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SRXN1 NC_000020.11:646614-658840 Control 1 30.0468  46.2045 0.620821 0.0001 0.00676519
SAT1 NC_000023.11:23783157-23786223 Control 1 57.4725 89.2414 0.634842 0.00015 0.00930899
MACC1 NC_000007.14:19918980-20217390 Control 1 3.83359 5.95788 0.636102 0.00015 0.00930899
ASPM NC_000001.11:197084126-197146694 Control 1 6.49836  10.1728 0.646568 5.00E-05 0.00377623
GCLC NC_000006.12:53497340-53545129 Control 1 19.5468 30.6011 0.646648 5.00E-05 0.00377623
CAD NC_000002.12:27217256-27243792 Control 1 11.9642 18.8024 0.652195 5.00E-05 0.00377623
SVIL NC_000010.11:29409533-29737001 Control 1 4.22766  6.65171 0.653866 0.00075 0.0322677
POLR1A NC_000002.12:86026327-86106155 Control 1 8.23402  13.0577 0.665233  5.00E-05 0.00377623
XIST NC_000023.11:73792204-73852753 Control 1 4.01727  6.37815 0.666923 5.00E-05 0.00377623
BRCA2 NC_000013.11:32315479-32399672 Control 1 2.37144 3.78941 0.676209 0.0002  0.0117098
FLNA NC_000023.11:154348528-154374638 Control 1 47.1481 75.4522 0.678365 5.00E-05 0.00377623
PADI1 NC_000001.11:17205122-17246006 Control 1 4.83025 7.74372 0.680928 0.00115 0.0436419
LAMC2 NC_000001.11:183186038-183245127 Control 1 5.79284 9.29311 0.681889 5.00E-05 0.00377623
ECM1 NC_000001.11:150508010-150513789 Control 1 8.60927  13.818 0.682584 0.0011 0.0422045
PRKDC NC_000008.11:47773107-47960183 Control 1 18.2133 29.3011 0.685964 5.00E-05 0.00377623
ANXA10 NC_000004.12:168092524-168199047  Control 1 71.0867 114.582 0.688722 5.00E-05 0.00377623
0SGIN1 NC_000016.10:83953221-83966332 Control 1 7.83294 12.742 0.701967 0.0006 0.027416
KLK6 NC_000019.10:50958630-50974726 Control 1 279.644 456.41 0.70674 5.00E-05 0.00377623
UTP20 NC_000012.12:101280126-101386619 Control 1 2.66149 4.35459 0.710301  0.00015 0.00930899
FTH1P8 NC_000023.11:148052011-148052923 Control 1 384.332  634.832 0.724022 5.00E-05 0.00377623
CAPRIN2 NC_000012.12:30709551-30754994 Control 1 5.58511 9.28973 0.734051 0.0001 0.00676519
STEAP1 NC_000007.14:89882352-90211635 Control 1 7.32351 12.1832 0.734289 0.0013 0.0479098
TRIB3 NC_000020.11:380628-397559 Control 1 49.9879 83.3197 0.737079 5.00E-05 0.00377623
ANXA3 NC_000004.12:78551587-78610451 Control 1 67.327 112.298 0.738081 5.00E-05 0.00377623
IGFBP6 NC_000012.12:53097502-53102344 Control 1 233.898 390.924 0.74101 5.00E-05 0.00377623
LAMA3 NC_000018.10:23689442-23955066 Control 1 5.5582 9.30027 0.742655 0.00015 0.00930899
FOSL1 NC_000011.10:65892135-65900526 Control 1 15.6126 26.2476 0.749474  5.00E-05 0.00377623
PSAT1 NC_000009.12:78297074-78330093 Control 1 33.8886 57.1143 0.753053  5.00E-05 0.00377623
FTH1P7 NC_000013.11:22695861-22696791 Control 1 278.407 469.48 0.753868 5.00E-05 0.00377623
GCLM NC_000001.11:93885198-93909598 Control 1 7.56234 12.7603 0.754762 5.00E-05 0.00377623
FTH1 NC_000011.10:61946721-61967660 Control 1 1513.69 2566.73 0.761864 5.00E-05 0.00377623
FTH1P20 NC_000002.12:180692103-180916939  Control 1 213.278 364.241 0.772154  5.00E-05 0.00377623
FTH1P2 NC_000001.11:228644646-228746669  Control 1 729.33 1246.26 0.772961 5.00E-05 0.00377623
NTSR1 NC_000020.11:62708769-62762771 Control 1 36.9341  63.2743 0.776665 5.00E-05 0.00377623
FTH1P11 NC_000008.11:81458382-81590664 Control 1 125.139 214.441 0.777043  5.00E-05 0.00377623
NCR3LG1 NC_000011.10:17350438-17377321 Control 1 1.73002 2.97137 0.780344 0.00045 0.0220627
AREG NC_000004.12:74445097-74455009 Control 1 94.8225 163.858 0.789142 5.00E-05 0.00377623
ZNF185 NC_000023.11:152898131-152973481 Control 1 6.25815 10.9363 0.805322 5.00E-05 0.00377623
KLK10 NC_000019.10:51012743-51020175 Control 1 112.97 199.079 0.8174 5.00E-05 0.00377623

PHLDA1 NC_000012.12:76025446-76031776 Control 1 21.4561 37.8855 0.820257 5.00E-05 0.00377623
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FTH1P10 NC_000005.10:17353712-17354631 Control 1 262.302 464.4 0.824142 5.00E-05 0.00377623
SNX29 NC_000016.10:11976733-12574289 Control 1 1.45527 2.59611 0.835058 0.00055 0.0257143
GPAT3 NC_000004.12:83535633-83605875 Control 1 5.18579 9.25374 0.835473 0.0001 0.00676519
SLC3A2 NC_000011.10:62856011-62888883 Control 1 90.8293 162.316 0.837579  5.00E-05 0.00377623
SYT13 NC_000011.10:45240301-45286333 Control 1 16.7085 30.2716 0.857379 5.00E-05 0.00377623
JAG1 NC_000020.11:10637683-10674046 Control 1 3.37782 6.18268 0.872143 5.00E-05 0.00377623
ASNS NC_000007.14:97852116-97872542 Control 1 26.8663  50.2569 0.903525 5.00E-05 0.00377623
NEAT1 NC_000011.10:65422797-65445540 Control 1 49.8066  93.9126 0.914981  5.00E-05 0.00377623
LINC00941 NC_000012.12:30795680-30802711 Control 1 4.60581 8.74148 0.924423 0.00015 0.00930899
CD55 NC_000001.11:207321471-207360966 ~ Control 1 55.2584  107.882 0.965191  5.00E-05 0.00377623
CXCL8 NC_000004.12:73740505-73743716 Control 1 2.66229 5.2031 0.966703 0.0008 0.0338484
DCBLD2 NC_000003.12:98795969-98901689 Control 1 43.0967 85.302 0.985002 5.00E-05 0.00377623
ADGRF1 NC_000006.12:46997702-47042363 Control 1 5.7863 11.5158 0.992905 5.00E-05 0.00377623
ADAM19 NC_000005.10:157477303-157575823 Control 1 3.73145 7.50494 1.00811 5.00E-05 0.00377623
CREB5 NC_000007.14:28299320-28825894 Control 1 0.854062 1.72839 1.01701 0.0001 0.00676519
IDS NC_000023.11:149476989-149505354 Control 1 19.2406 39.0306 1.02045 5.00E-05 0.00377623
UPP1 NC_000007.14:48088307-48108746 Control 1 6.24553 13.0008 1.0577 0.0001 0.00676519
CEMIP NC_000015.10:80779342-80989878 Control 1 13.475 28.1793 1.06435 0.0009 0.0363522
MAOB NC_000023.11:43766609-43882475 Control 1 7.92471  16.6125 1.06784  5.00E-05 0.00377623
EMP1 NC_000012.12:13196667-13216774 Control 1 9.10301  19.2592 1.08114 5.00E-05 0.00377623
EREG NC_000004.12:74365142-74388760 Control 1 14.0173 30.7124 1.13162 5.00E-05 0.00377623
ATF3 NC_000001.11:212565333-212620777 Control 1 7.15249 15.6884 1.13318 5.00E-05 0.00377623
CLIP4 NC_000002.12:29097675-29183813 Control 1 1.12211 2.48994 1.1499 5.00E-05 0.00377623
LOC400706 NC_000019.10:46057677-46077629 Control 1 1.72067 3.82709 1.15328 5.00E-05 0.00377623
DPYSL3 NC_000005.10:147234962-147510056 Control 1 0.531719  1.19051 1.16285 0.00105 0.0410261
PPP1R15A NC_000019.10:48872391-48876062 Control 1 28.2211 64.6053 1.19488 5.00E-05 0.00377623
ITGB7 NC_000012.12:53191317-53207376 Control 1 3.12535 7.19698 1.20337 5.00E-05 0.00377623
PTPRM NC_000018.10:7567315-8406861 Control 1 0.75628 1.74387 1.2053 5.00E-05 0.00377623
TNC NC_000009.12:115019574-115118257 Control 1 0.940044 2.18187 1.21477 5.00E-05 0.00377623
CALB2 NC_000016.10:71358712-71392129 Control 1 48.0807  111.74 1.21661 5.00E-05 0.00377623
DUSP5 NC_000010.11:110497866-110511544 Control 1 5.87292  13.6776 1.21967 5.00E-05 0.00377623
CEACAM5 NC_000019.10:41708584-41730433 Control 1 1.81773 4.47708 1.30042  5.00E-05 0.00377623
CEACAM6 NC_000019.10:41755420-41772211 Control 1 8.10616 20.2106 1.31802 5.00E-05 0.00377623
GEM NC_000008.11:94249248-94262345 Control 1 0.76245  1.9398 1.3472 0.0007  0.0307735
CHAC1 NC_000015.10:40942134-40956519 Control 1 4.4221 11.7389 1.40849 5.00E-05 0.00377623
SERPINB7 NC_000018.10:63753046-63805376 Control 1 0.495931 1.3731 1.46922 0.00125 0.0466054
ANKRD45 NC_000001.11:173500464-173705430 Control 1 0.457768 1.33013 1.53887 0.0002 0.0117098
SLC7A11 NC_000004.12:138025237-138242418 Control 1 5.73686 17.1413 1.57915 5.00E-05 0.00377623
CYP1A1 NC_000015.10:74719541-74725610 Control 1 0.523368 1.57134 1.5861 0.0002 0.0117098

s NC_000020.11:23747552-23750937 Control 1 3.28017 10.02 1.61105 5.00E-05 0.00377623
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Table S1: Continued

Gene Locus Sample1 Sample 2 Value 1 Value 2 LogFC p value g value
AKR1C1 NC_000010.11:4963261-4979967 Control 1 8.39662 26.5198 1.65919 5.00E-05 0.00377623
LRRN4 NC_000020.11:6040545-6054080 Control 1 0.530669 2.1368 2.00957 5.00E-05 0.00377623
LOC105374003 NC_000003.12:98902008-99018562 Control 1 1.30775 5.51698 2.0768 5.00E-05 0.00377623
DHRS9 NC_000002.12:169067034-169096167  Control 1 0.938143  4.20271 2.16344 5.00E-05 0.00377623
SCEL NC_000013.11:77535673-77645263 Control 1 2.62774 11.8339 2.17103 5.00E-05 0.00377623
SPRR1A NC_000001.11:152984087-152985814 Control 1 1.2996 6.17345 2.24801 0.00015 0.00930899
AKAP12 NC_000006.12:151239814-151358559 Control 1 1.51284 7.63142 2.3347 5.00E-05 0.00377623
SPRR3 NC_000001.11:153001746-153003856 Control 1 0.656662 3.55751 2.43764 0.0002 0.0117098
HSPA6 NC_000001.11:161524539-161526897 Control 1 0.274954  1.51575 2.46277 5.00E-05 0.00377623
SPRR1B NC_000001.11:153031202-153032900 Control 1 1.87231 21.7932 3.54099  5.00E-05 0.00377623

LogFC: Log2 of fold change
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Figure S1: Compound 1 not cause a mutagenic effect. The data showed that the treatment with PCS-201-012 (4.59 pM, more than three times
1C50 H1.20) does not induce mutagenic changes in TA100 with or without metabolic activation (S9 activation). Sodium azide (NaNs) and 2-
aminoanthracene (2-AA) were employed as positive control and DMSO was employed as a negative control. The results are expressed as the
mean + standard error of mean (SEM) of triplicate samples from three independent experiments (n = 9). Significant differences from the
negative control are indicated by ****p < 0.0001.
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Figure S2: Effect of Compound 1 in the viability of HT-29, PCS-201-012, MRC-5, and 3T3-L1 cells (MTT assay). After 48 h of treatment with
almost 5 different concentrations of compound 1 (0-40 pM). The values were plotted as viability cells (%) calculated as a relation of mean
0D cells treated/mean control untreated cells OD x 100. The results are expressed as the mean + standard error of mean (SEM) of triplicate
samples from three independent experiments (n = 9). Significant differences from the untreated control are indicated by *p < 0.05;

**p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001.
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Figure S3: RT-qPCR validation of RNA-seq results. Six genes were selected to confirm the differential expression using the same samples
used for RNA-seq (n = 3), together with independent biological replicates (n = 3) using RT-qPCR. Results were plotted as the correlation and
linear regression analysis between RNA-seq and RT-qPCR data (Log2FC-fold change), in addition to the detailed results from the RT-qPCR
analysis of selected genes when using (A) GAPDH or (B) HPRT as endogenous housekeeping genes. Data are expressed as mean + standard
error of mean (SEM), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, as calculated by unpaired t-test with Welch’s correction when

required.



En la busqueda de metabolitos bioactivos para tratar enfermedades
crénicas no transmisibles, se han identificado diferentes fuentes
naturales que, a lo largo de la historia, han sido proveedoras de
farmacos que hacen parte de la terapia actual. Esta practica se
mantiene vigente y més adn, cuando se trata de desarrollar
alternativas farmacolégicas novedosas contra enfermedades como
el cancer que, si bien cuenta con una variedad de tratamientos,
ninguno es curativo y su uso tiene serias consecuencias fisiologicas
y psicolégicas en el paciente que las utiliza. En esta tesis doctoral,
abordamos las diferentes etapas de la obtencion de sustancias con
potencial terapéutico contra el céncer, a través de la evaluacion de
extractos vegetales, fracciones enriquecidas en metabolitos
secundarios y compuestos de sintesis organica, cuya fuente de
obtencion principal son las plantas medicinales de la Costa del
Caribe Colombiano. En la primera etapa se evalud la actividad
citotoxica y anti-proliferativa de 31 extractos etandlicos totales
obtenidos a partir de especies vegetales de la region, frente a las
lineas de cancer HT-29 (colorrectal), A549 y H292 (pulmonar), PC-
3 (prostatico), MDA-MB-231 (de mama), HelLa (cervical),
utilizando el ensayo de reduccion metab6lica del MTT,
obteniéndose para cada extracto activo, los valores de C150. De los
extractos evaluados, once (11) mostraron actividad inhibitoria del
crecimiento de al menos una linea celular de origen neoplésico,
resaltdndose dentro de este grupo, el extracto de B. simaruba,
puesto que inhibid el crecimiento de todas las lineas neoplésicas a
concentraciones bajas y, ademas mostro ser selectivo inhibiendo en
menor proporcion el crecimiento de lineas celulares normales
(fibroblastos humanos fetales MRC-5 y fibroblastos murinos
embrionales 3T3-L1). En la segunda etapa, evaluamos el potencial
terapéutico de la fraccion en diclorometano obtenida del extracto
total de los calices de P. angulata (PADF) utilizando modelos
experimentales tanto in vitro como in vivo. Los resultados
muestran que esta fraccion enriquecida en ésteres de sacarosa, no
solo posee actividad anti-inflamatoria como se reporté en estudios
previos, sino que ademas posee actividad citotoxica y anti-
proliferativa sobre células de cancer colorrectal HT-29 mediante
induccion de arresto celular en fase G2/M y apoptosis, inhibicion
de/la migracion celular, fragmentacion del DNA, que producen

fios irreversibles en la linea celular. Sumado a lo anterior, en el

odelo in vivo de céancer asociado a colitis (CAC, AOM/DSS),
PADF redujo la carga tumoral, la severidad de la enfermedad y
promovio la recuperacion del tejido col6nico, efectos asociados a la
disminucion de citoquinas pro-inflamatorias, proteina PCNA la
cual estd incrementada en procesos de inflamacion y céncer,
aumento de la expresion de p38 (inductora de apoptosis) y MAPKSs.
La tercera etapa de la tesis estuvo enfocada a profundizar en el
estudio de los mecanismos de accién asociados al efecto anti-
proliferativo y citotoxico de dos (2) derivados quinoidales de
origen natural obtenidos por sintesis organica, nafto[2,3-b]furan-
4,9-diona (avicequinone B) 'y [8-hydroxi-2-(2-tienilcarbonil)
nafto[2,3-b]tiofen-4,9-diona] (AKM53); los cuales, en estudios
previos, inhibieron el crecimiento de la linea celular HT-29,
afectando en menor proporcion el crecimiento de fibroblastos
humanos normales dérmicos PCS-201-012. Los resultados
obtenidos revelan que ambos compuestos disminuyen la capacidad
de formacion de colonias de células HT-29, inducen arresto en fase
G2/M y necrosis. Ademas, el analisis de RNA sequencing (RNA-
seq) mostré que la actividad biolégica observada se encuentra
relacionada con la reduccion en la expresion de genes que actlian
en vias de sefializacion de proliferacion celular (JAK-STAT,
MAPK y PI3K-AKT), asi como induccion de ferroptosis como
forma de muerte celular, expresion de miR-21 y estrés oxidativo en
células de cancer colorrectal HT-29.

Todos estos aportes cientificos enriquecen el conocimiento
disponible respecto a fuentes de metabolitos secundarios
potencialmente Utiles para tratar el cancer, ademas, proporcionan
un soporte cientifico al uso empirico y etnofarmacoldgico dado a
estas especies vegetales. La fraccion enriquecida (PADF) y los
compuestos estudiados (avicequinone B y AKM53), podrian
convertirse en un futuro no muy lejano, en coadyuvantes de utilidad
en la terapia contra el cancer, especialmente del cancer colorrectal,
contando con importantes avances en la elucidaciéon de los
mecanismos moleculares, pero ain se requieren estudios
adicionales in vivo sobre su farmacocinética, farmacodinamia asf
como de disefio de formulacién para poder acercarnos aln mas a
nuestro objetivo principal: la creacién de un producto farmacéutico
que pueda ser incluido en la terapia disponible contra el cancer.

In the searching for bioactive metabolites to treat chronic non-
communicable diseases, different natural sources have been
identified that have been drug providers throughout history. This
practice is valid when it wants to find new pharmacological
alternatives to treat cancer, a disease with a defined therapy but
associated with severe secondary effects that disturb the patient
physiologically and psychologically. This doctoral thesis was
conducted to approach the phases of cancer drug discovery by
evaluating extracts, enriched fractions, and compounds whose
primary source of obtaining are medicinal plants belonging to
Colombian Caribbean flora. In the first stage, the cytotoxic and
anti-proliferative activity of 31 total extracts were evaluated against
a cancer cell line panel (HT-29, A549, H292, PC-3, MDA-MB-231,
HeLa), using the MTT method. The results showed that 11 extracts
affected the growth of at least one cancer cell line, being B.
simaruba extract was the most active and selective extract. The
second stage evaluated the anti-cancer potential of dichloromethane
fraction obtained of P. angulata total ethanolic extract (PADF)
using in vitro and in vivo experimental models. The results showed
that this fraction enriched in sucrose esters has cytotoxic and anti-
proliferative activity against HT-29 cell line, inducing G2/M arrest,
apoptosis, inhibition of cell migration, and DNA fragmentation that
leads to irreversible damage compromises the cancer cell life. In
the in vivo CAC model, PADF reduced the tumoral load, the
severity of disease and promoted the regeneration of the colonic
tissue. These effects were associated with reducing pro-
inflammatory cytokines and PCNA protein, which is increased in
inflammatory and cancer processes, and promoting the expression
of p-38 proapoptotic protein and MAPKSs. The third and final stage
delves into the study of cytotoxic and anti-proliferative
mechanisms of two synthetic compounds: Avicequinone B and
AKMB53, which in previous works showed a selective potent growth
inhibitory activity against HT-29 colorectal cancer cell line. The
results showed that both compounds diminished the capability of
HT-29 colony formation, inducing G2/M arrest and necrosis. RNA-
seq analysis showed that the compounds biological activity is
linked with the reduction of expression of cell proliferation genes
(JAK-STAT, MAPK y PI3K-AKT), ferroptosis induction, and
oxidative stress and expression of miR-21.

These scientific contributions improved the knowledge concerning
sources of secondary metabolites potentially useful to treat cancer,
providing scientific support to empirical and ethnopharmacological
use of the studied species. In the near future, PADF enriched
fraction and studied compounds (avicequinone B and AKM53)
could be coadjuvants in cancer therapy, especially in colorectal
cancer, these compounds have molecular action mechanisms
supported but require additional studies about the pharmacokinetic
and pharmacodynamic effects as well as formulation design to get
closer to the main objective: the generation of a pharmaceutical
product that can be included in the available cancer therapy.



