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Resumen 

 

El cáncer del cuello uterino presenta un alto índice de mortalidad entre las mujeres, siendo una de las 

neoplasias malignas con mayor incidencia. Las opciones terapéuticas actuales son altamente invasivas; 

por esto son necesarias alternativas de tratamiento con menores efectos secundarios e invasividad. Entre 

las nuevas posibles opciones terapéuticas se encuentran los péptidos y proteínas anticancerígenas 

derivadas de péptidos antimicrobianos. El propósito de este estudio fue evaluar el efecto citotóxico y el 

mecanismo de muerte celular de la proteína hipotética PHP-1 del microorganismo psicrófilo 

Polaromonas sp. en la línea celular de cáncer cérvico-uterino. Por medio de análisis bioinformáticos, 

se demostró que la PHP-1 exhibe características estructurales propias de los péptidos y proteínas anti-

cancerígenas. La citotoxicidad de la PHP-1 fue evaluada mediante un ensayo MTT que mostró un efecto 

dosis y tiempo dependiente. Los efectos generados fueron complementariamente analizados por medio 

de una marcación de anexina V/PI, indicando que la proteína hipotética induce apoptosis, lo cual 

correlaciona con los cambios morfológicos observados. Los resultados de este trabajo representan el 

primer estudio funcional de la proteína hipotética PHP-1 y sugieren que la PHP-1 es citotóxica para la 

línea celular HeLa mediante la inducción de apoptosis celular, destacando su potencial como agente 

anticancerígeno. 
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Evaluación de la actividad anticancerígena de una proteína hipotética recombinante (PHP-1) de 

Polaromonas sp.  

Evaluation of the anticancer activity of a hypothetical recombinant protein (PHP-1) from 

Polaromonas sp. 

 

Abstract 

Cervical cancer has a high mortality rate among women, being one of the malignant neoplasms with the 

highest incidence. Current therapeutic options are highly invasive; For this reason, treatment 

alternatives with fewer side effects and invasiveness are necessary. Potential new therapeutic options 

include anticancer peptides and proteins derived from antimicrobial peptides. The purpose of this study 

was to evaluate the cytotoxic effect and the cell death mechanism of the hypothetical protein PHP-1 of 

the psychrophilic microorganism Polaromonas sp. in the cervical cancer cell line. Through 

bioinformatic analysis, it was shown that PHP-1 exhibits structural characteristics typical of anti-cancer 

peptides and proteins. The cytotoxicity of PHP-1 was evaluated by an MTT test that showed a dose and 

time-dependent effect. The effects generated were additionally analyzed by means of an annexin V / PI 

labeling, indicating that the hypothetical protein induces apoptosis, which correlates with the observed 

morphological changes. The results of this work represent the first functional study of the hypothetical 

protein PHP-1 and suggest that PHP-1 is cytotoxic for the HeLa cell line by inducing cell apoptosis, 

highlighting its potential as an anticancer agent. 

Keywords: Polaromonas sp, antimicrobial peptide, anticancer peptide, PHP-1, cervical cancer, 

cytotoxicity, apoptosis
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Introducción  

 

El cáncer se considera como una de las enfermedades crónicas no transmisibles con mayor incidencia 

en el mundo con una gran tasa de mortalidad; tomando el segundo puesto seguida de las enfermedades 

cardiovasculares que se encuentran en primer lugar (You & Henneberg, 2017). El cáncer consiste en la 

alteración del material genético, provocando una falta de control en la división celular y una 

proliferación anormal. Eventualmente, estas células pueden invadir otros tejidos externos. El cáncer 

representa un gran problema de salud a nivel mundial, generando un fuerte impacto en las últimas 

décadas en la salud humana y en la expectativa de crear una cura (Ke & Shen, 2017). Debido a esto el 

cáncer ha sido uno de los focos centrales de investigación en cuanto a enfermedades se refiere (Ke & 

Shen, 2017).  

En Colombia, el cáncer es una de las principales causas de muerte por enfermedades no transmisibles 

(Bravo, 2016). Entre los que presentan una mayor morbimortalidad en la población colombiana se 

encuentran el cáncer de estómago, mama, cuello uterino y colorrectal (Pardo & de Vries, 2017). El 

cáncer de cuello uterino constituye una de las primeras causas de muerte por cáncer en mujeres en el 

país, seguida por el cáncer de mama y representa una de las neoplasias malignas de mayor incidencia y 

mortalidad entre las mujeres de todas partes del mundo (Bravo, 2016) (Gatti et al., 2020).  

Este tipo de cáncer es una neoplasia formada generalmente en la parte inferior del útero, teniendo un 

mayor índice de detección en mujeres entre los 35 y 45 años de edad (Momenimovahed & Salehiniya, 

2017). El cáncer de cuello uterino comienza como una lesión displásica o intraepitelial cervical que 

logra desarrollarse progresivamente hasta llegar a ser un carcinoma. Como principal factor de riesgo se 

encuentra el virus del papiloma humano (VPH) seguido de otras enfermedades de transmisión sexual 

como la Clamidia y el VIH entre otros factores también se encuentra la multiparidad, el uso de algunos 

anticonceptivos orales y el tabaquismo (Chao et al., 2014). 

Las opciones terapéuticas ofrecidas a los pacientes con este tipo de cáncer cuando se encuentra en un 

estado metastásico tienden a ser altamente invasivos, incluyendo histerectomías (remoción de todo el el 
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útero dejando infértiles a las mujeres), entre otras cirugías que pueden provocar pequeños riesgos de 

infección, hemorragias etc. También se encuentran otros tratamientos como la radio y quimioterapia 

que traen consigo diversos efectos secundarios que afectan a las células no cancerosas, así como 

menopausia prematura, malestar general, infertilidad, dolor coital y posibles cambios intestinales o 

vesicales (Castro-Jiménez et al., 2006) (OPS 2016). Por estas razones es necesaria la implementación 

de nuevos tratamientos menos invasivos, que tengan una mayor efectividad, más económicos y con 

menores efectos colaterales, generando así una mejor calidad de vida en el paciente y la disminución de 

la mortalidad generada por este tipo de cáncer (Cibula et al., 2018). 

Una estrategia para la generación de nuevos agentes terapéuticos anticancerígenos deriva del estudio de 

los péptidos antimicrobianos (AMPs), también conocidos como péptidos de defensa contra diversos 

patógenos. Estos péptidos hacen parte de la inmunidad innata de diferentes organismos tales como 

bacterias, hongos, virus y diversos animales. Los AMPs están constituidos por secuencias cortas de 

aminoácidos siendo pequeñas moléculas catiónicas o anfipáticas (de la Fuente-Núñez, Silva, Lu, & 

Franco, 2017) (Raheem & Straus, 2019). Los AMP típicos se componen de residuos cargados 

positivamente, como arginina, lisina e histidina (Koo & Seo, 2019). Debido a sus características 

anfipáticas y a los residuos con cargas netas positivas se suelen producir interacciones indeterminadas 

entre fosfolípidos con cargas negativas, donde en caso de encontrarse en la membrana plasmática van a 

tener repercusiones como aumento en la permeabilidad, liberación de algunos componentes 

citoplasmáticos y muerte celular (Hancock & Lehrer, 1998) (Travkova, Moehwald, & Brezesinski, 

2017). Estas interacciones dan como consecuencia la ruptura de la membrana debido a la formación de 

poros dada por estructuras de barril y poros toroidales, disminución del grosor de la bicapa lipídica y 

disolución de la membrana (Brogden, 2005). 

El descubrimiento de los AMPs ha permitido a través de los años su implementación como agentes 

antimicrobianos, siendo focos terapéuticos para diversas enfermedades virales y bacterianas. 

Recientemente, los AMPs han demostrado tener distintas actividades antiinflamatorias y 

anticancerígenas. Se ha identificado que la actividad anticancerígena de los AMPs se debe a su 
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capacidad de dirigirse de forma selectiva a células tumorales humanas, por medio de la capacidad de 

unión a fosfolípidos como la fosfatidilserina (PS) la cual se ve expuesta en la hemicapa externa de la 

membrana plasmática de las células cancerígenas (Tornesello, Borrelli, Buonaguro, Buonaguro, & 

Tornesello, 2020). 

A estos AMPs con actividad anticancerígena se les conoce como péptidos y/o proteínas anticancerígenas 

(ACPs), los cuales suelen caracterizarse por ser altamente catiónicos y anfipáticos. En cuanto a su 

estructura en solución acuosa estos no adoptan una estructura definida. Sin embargo, suelen tener 

predisposición a adoptar estructuras α-helicoidales y de hojas plegadas β (Baindara et al., 2018) (Felício 

et al., 2017) (Hoskin & Ramamoorthy, 2008). Se ha descubierto que las células blanco de los ACP se 

pueden dividir en dos grupos: (1) los péptidos activos que actúan contra células microbianas y 

cancerígenas pero que no tienen efecto contra células normales en mamíferos y (2) los ACP que actúan 

contra células microbianas, cancerígenas y normales (Hancock & Lehrer, 1998) (Papo & Shai, 2005). 

El género de bacterias Gram-negativas Polaromonas, abarca especies psicrófilas con un metabolismo 

adaptable, originarias de ecosistemas acuáticos tales como agua marina, glaciares o suelos glaciares. 

Este género contiene actualmente diez especies, entre las que se encuentran P. vacuolata, P. 

naphthalenivorans y P. rogenivorans. De las diez especies una de las menos estudiadas es la 

Polaromonas sp. (Wang et al., 2014) (Darcy et al., 2011), la cual representa una interesante fuente de 

nuevas proteínas de interés biomédico.  

Empleando la base de datos de la secuencia genómica anotada para Polaromonas sp. fue posible 

predecir proteínas hipotéticas con potencial actividad biológica (datos no publicados). Las proteínas 

hipotéticas son proteínas predichas con base en la secuencia génica que las codifican, pero no cuentan 

una caracterización funcional y/o bioquímica experimental. Una de las proteínas hipotéticas predichas 

in silico fue la proteína denominada PHP-1 (datos no publicados). La PHP-1 presenta un tamaño de 216 

aa y ostenta características de un AMP, por lo que es posible que presente también una actividad 

anticancerígena, actuando, así como un ACP. Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue evaluar 

el efecto citotóxico de la PHP-1 de Polaromonas sp. en una línea celular de cáncer cuello-uterino e 
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identificar el mecanismo de muerte celular inducido por la PHP-1, con la perspectiva de emplear esta 

proteína como alternativa terapéutica en el tratamiento del cáncer de cuello uterino. 

1. Materiales y Métodos 

 1.1 Uso de herramientas bioinformáticas 

Con el objetivo de comparar la secuencia de aminoácidos de la PHP-1 con otros ACP, se realizó una 

recopilación de ACPs reportadas en la base de datos de péptidos y proteínas anticancerígenas 

CancerPPD (http://crdd.osdd.net/raghava/cancerppd/). La búsqueda se hizo a partir de las 121 entradas 

de ACP verificadas en Cáncer PPD. Se seleccionaron tres proteínas con base en el tamaño y el tipo de 

línea celular en los que tienen actividad, centrándose principalmente en aquellas que tienen actividad 

en el cáncer de cuello uterino; entre estos se escogieron la Aegerolysin Aa-Pri1 (Uniprot: O42717), 

Actinoxanthin (Uniprot: P01551) e Interferón gamma (Uniprot: Q865W6). En el caso de la PHP-1, se 

empleó la secuencia reportada en un estudio previo comparativo con el precursor de ciclótidos 6 de 

Viola baoshanensis (Uniprot: B5B3Z5). Las secuencias en formato FASTA fueron obtenidas del 

repositorio de proteínas Uniprot (https://www.uniprot.org/) y posteriormente, fueron alineadas por 

medio de la herramienta T-coffee (http://tcoffee.crg.cat/). Se utilizó el tipo de alineamiento PSI-Coffee 

basada en la extensión de homología, el cual utiliza como plantillas perfiles de proteínas para la 

alineación de secuencias lejanamente relacionadas sin tener en cuenta su parte estructural (Di Tommaso 

et al., 2011). 

1.2 Cultivo celular  

La línea celular de cáncer cuello-uterino humano (HeLa) fue mantenida de forma rutinaria en DMEM 

(medio esencial mínimo Dulbecco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y 

penicilina/estreptomicina al 1%. Las células fueron cultivadas en matraces estériles de 75 cm2 con tapa 

de filtro ventilado (ThermoFisher Scientific ™) en una incubadora de cultivo celular a 37 ° C en CO2 

al 5% y aire humidificado. Los cultivos con 70-80% de confluencia se tripsinizaron realizando el pase 

celular correspondiente según la proporción de siembra. 

http://crdd.osdd.net/raghava/cancerppd/
https://www.uniprot.org/
http://tcoffee.crg.cat/
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1.3 Viabilidad celular  

Con el fin de evaluar la viabilidad de los cultivos celulares se realizó un conteo por azul de tripán. Este 

método permite diferenciar las células viables de las no viables, debido a que, en el caso de las células 

viables estas tienen su membrana citoplasmática intacta, por tanto, no van a incorporar el colorante. 

Mientras que en el caso de las células no viables internalizan el colorante debido a que presentan lesiones 

y/o rupturas en la membrana citoplasmática permitiendo la entrada del colorante a la célula. 

Una vez obtenido el cultivo celular con una confluencia ≥ al 80% las células se trataron con tripsina, 

durante 7 minutos, a 37°C. Donde se realizó una suspensión celular con una relación 1:4 de 10 μL de 

células, 10 μL de PBS y 20 μL de azul de tripán. Posteriormente, se realizó el conteo en cámara de 

Neubauer calculando el número total de células. A partir del conteo se calculó el porcentaje de células 

viables (1.00 – (Número de células azules (células muertas) ÷ Número total de células × 100). Este 

método fue empleado antes del inicio de cada uno de los ensayos descritos, con el propósito de valorar 

la celularidad y garantizar que los cultivos celulares se encontraran en condiciones óptimas.  

1.4 Activación de PHP-1 

La PHP-1 fue sintetizada comercialmente y re-suspendida de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante (GenScript). Para la activación proteolítica, la PHP-1 se trató con proteinasa K a una 

concentración final de 0.3 mg/mL durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se adicionó fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF, Wako Pure Chemicals, Japón) a una concentración final de 1 mM para 

detener la reacción proteolítica. Las muestras activadas se esterilizaron por filtración empleando 

membranas de 0,22 µm (Nalgene, Thermo Scientific).  

1.5 Evaluación de la actividad citotóxica de la PHP-1 

Para evaluar la citotoxicidad de la PHP-1 se utilizó la prueba MTT, que se basa en la reducción 

metabólica del bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol (MTT) por las enzimas 

reductoras mitocondriales presentes en células viables mediante la formación de cristales de formazán 
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(compuesto coloreado de un tono azul) (Kumar et al., 2018). En placas de microtitulación de 96 pocillos, 

se sembraron 2 x 104 células por pocillo en medio DMEM sin suplementar y se incubaron a 37 ° C en 

una atmósfera humidificada de CO2  al 5%. La citotoxicidad de la PHP-1 fue evaluada en un rango de 

concentraciones entre 5-200 µg/mL en un período de tiempo de 24 h. Una vez transcurrido el tiempo a 

evaluar, fueron adicionados 10 µl del reactivo MTT a cada pocillo y se incubó durante 4 horas hasta la 

formación de cristales de formazán bajo el microscopio invertido. Posteriormente, se descartó el 

sobrenadante y se agregaron 100 µl de DMSO, con una incubación de 30 min para disolver los cristales. 

Finalmente, se midió la absorbancia de cada pozo a una longitud de onda de 570 nm en un lector de 

microplacas (Multiskan GO de Thermo Scientific). Esta prueba incluyó un control positivo con 

doxorrubicina, un antibiótico empleado para el tratamiento del cáncer, a una concentración de 2 µg/mL 

en DMEM no suplementado y un control negativo de células sin tratamiento. Cada una de estas pruebas 

fue realizada por cuadruplicado. 

Para la determinación de la concentración de PHP-1 que causó una inhibición del crecimiento celular 

del 50% (IC50), se hizo una transformación de los datos de absorbancia obtenidos en las diferentes 

concentraciones de PHP-1 evaluadas, seguido de una normalización para realizar a una regresión lineal, 

utilizando el software de GraphPad Prism. Una vez calculado el valor de IC50, se determinó el efecto 

de exposición a la PHP-1 en periodos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas empleando la prueba MTT 

previamente descrita.  

1.6 Determinación del mecanismo de muerte celular inducido por PHP-1  

Con el fin de evaluar el mecanismo de acción de la PHP-1 en la muerte celular, se utilizó la medición 

de los marcadores anexina V y yoduro de propidio (PI) mediante citometría de flujo. El yoduro de 

propidio se usa ampliamente junto con la anexina V para determinar si las células son viables, 

apoptóticas y/o necróticas a través de diferencias en la integridad y permeabilidad de la membrana 

celular. En el caso de la anexina V, se une al marcador de apoptosis fosfatidilserina. Mientras que el PI 
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se intercala entre las dos cadenas de ADN, al cual solo tendrá acceso en las células necróticas y en 

apoptosis tardía donde la integridad de la membrana plasmática se encuentra comprometida. 

Para realizar el ensayo se utilizó el kit de marcación Anexina V-FITC y PI según las instrucciones del 

fabricante (Thermo Scientific). Las células fueron cultivadas y tratadas con la PHP-1 en la dosis y 

tiempo previamente establecidos. Luego, fueron tripsinizadas y lavadas con tampón fosfato salino 

(PBS). 1 x106 células fueron marcadas añadiendo 20 µl de tampón de unión y 1 µl de anexina V-FITC 

a cada muestra. Las muestras se mezclaron suavemente y se incubaron a temperatura ambiente en la 

oscuridad durante 15 minutos. Posteriormente, se añadió 1 µl de PI a cada muestra para su lectura en el 

citómetro de flujo (BD AccuriTM C6). Cada condición experimental fue analizada por duplicado y cada 

prueba incluyó un control negativo con células sin tratamiento y un control positivo con células tratadas 

con doxorrubicina a una concentración de 2µg/mL. También se incluyeron células sin marcación y sin 

tratamiento para realizar ajuste de los ejes. El análisis se realizó a partir de un flujo suave con un número 

de eventos de entre 70.000 y 80.000. Los datos obtenidos fueron analizados por el software BD 

CSampler perteneciente al citómetro de flujo BD AccuriTM C6. 

1.7 Análisis estadístico. 

El análisis estadístico de las pruebas de citotoxicidad se realizó mediante el programa GraphPad Prism 

versión 8. Los datos de citotoxicidad en diferentes periodos de tiempo y de muerte celular se presentan 

como la media ± desvío estándar de la media (SEM). Las diferencias entre los grupos fueron analizadas 

mediante la prueba t-student con un nivel de confianza del 95% aceptando como una diferencia 

estadística significativa cuando p<0,005. 

2. Resultados y Discusión 

2.1 Alineamiento múltiple de diversas secuencias comparadas con la PHP-1 

En una aproximación inicial al rol de la PHP-1 como potencial ACP en cáncer de cuello uterino, se 

empleó un repositorio de proteínas y péptidos anticancerígenos (CancerPPD) para llevar a cabo una 

comparación entre las secuencias de proteínas ya identificadas y verificadas que cuentan con una 
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actividad anticancerígena en este tipo de cáncer. Se realizó la comparación de la posible secuencia 

proteica de la PHP-1 con tres proteínas por medio del programa de alineamiento múltiple de T-coffee.  

El alineamiento fue basado en la extensión de la homología para proteínas regulares y proteínas 

transmembrana. Este alineamiento tiene como finalidad revelar la similitud de las propiedades 

fisicoquimicas de las cadenas laterales asociada con una de las secuencias a analizar, basado en un 

esquema de colores que nos indica la consistencia entre cada región (Floden et al., 2016). De acuerdo 

con los resultados obtenidos, se manifiestan diversas regiones con secuencias altamente consistentes 

entre las proteínas evaluadas, lo cual es identificado por el color rosado (Fig. 1). A partir del score de 

cada una de las secuencias comparadas se identificó que todas las secuencias presentan una consistencia 

alta con la PHP-1 a diferencia del interferón gama presentando una consistencia media dada por un 

score de 61, teniendo esto en cuenta en primer lugar la secuencia que presenta una homología con mayor 

consistencia con un score de 74; es la proteína Aa-Pri1 (O42717) del hongo Agrocybe aegerita la cual 

exhibe una actividad hemolítica por medio de la formación de poros, de igual forma ha demostrado 

actividad anti-tumoral donde su mecanismo es similar al de las DNAsas  promoviendo la apoptosis en 

células cancerígenas (Chen et al., 2012) (Yamaji-Hasegawa et al., 2016) (Fig. 1).  
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Fig. 1 Alineamiento múltiple de la PHP-1 con secuencias proteicas anticancerígenas de la base de datos 

CancerPPD.  A partir de la herramienta T-coffee por medio de la extensión de homología que utiliza el servidor 

PSI-Coffee se realizó el alineamiento múltiple de la PHP-1 con proteínas anticancerígenas verificadas en la base 

de datos CancerPPD ((Aegerolysin Aa-Pri1 (O42717), Actinoxanthin (P01551),  e Interferón gamma  

(Q865W6)). Las regiones coloreadas en rosado son aquellas que tienen una consistencia alta, las regiones 

amarillas corresponden a una consistencia media, mientras que las regiones en verde y azul tienen la consistencia 

más baja. Asterisco (*), indica que en dicha posición los aminoácidos están 100% conservados. Dos puntos (:), 

indican posiciones donde los aminoácidos son distintos, pero tienen propiedades fisicoquímicas parecidas. Punto 
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(.), indica una semi-conservación en los aminoácidos. Evidenciándose una consistencia alta en la mayoría de las 

proteínas anticancerígenas menos con el Interferón gamma (Q865W6) la cual indica una consistencia media al 

ser comparada con la PHP-1 (ACI29322.1).  

Partiendo de los resultados se puede sugerir que la PHP-1 tiene una consistencia alta con respecto a la 

mayoría de las proteínas anticancerígenas con las que se realizó el alineamiento. En consecuencia, es 

posible que la proteína hipotética PHP-1 pueda también presentar una actividad anticancerígena cuyo 

blanco sean células de cáncer de cuello uterino. Adicionalmente, la consistencia en la secuencia sugiere 

que hay similitudes en las propiedades fisicoquímicas en las cadenas laterales de las secuencias, por 

tanto, se puede considerar que la PHP-1 puede tener un mecanismo de acción similar a los ACP con los 

que se realizó el alineamiento; presentando una expectativa en cuanto a su modo de acción al realizar 

los ensayos in vitro. 

2.2 Identificación de cambios morfológicos en HeLa inducidos por PHP-1 

A partir de cultivos celulares con un porcentaje de confluencia ≥ al 80%, se evaluó la viabilidad por 

medio del método de azul de tripán, previo a la realización de cada ensayo; esto con el fin de evitar 

falsos positivos en los resultados. Los cultivos empleados para todos los ensayos presentaron una 

viabilidad entre el 85-98%. 

Para estudiar el efecto de la PHP-1 sobre las células de cáncer de cuello uterino, se observaron las 

características morfológicas de las células tratadas mediante un microscopio invertido durante un ensayo 

de citotoxicidad (MTT) (Fig. 2). Primero, se observaron células sin tratamiento que mantuvieron su 

morfología epitelial característica, que se basa en células con una forma alargada, adherente, 

estrechamente unidas entre sí (Fig. 2A). En el caso del control positivo, las células tratadas con 

doxorrubicina, un fármaco quimioterápico, presentaron una pérdida de adherencia y una forma 

redondeada (Fig. 2B). Al incubar las células con la PHP-1 se evidenciaron cambios característicos de 

muerte celular apoptótica, tales como una reducción en el volumen celular, redondeamiento de la célula, 

donde no se evidencia una pérdida de la integridad de la membrana nuclear (Fig. 2C). No se observaron 

cambios morfológicos que indican necrosis, como hinchazón celular, lisis, pérdida de la integridad de 
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la membrana y desintegración de los organelos que inducen a la formación de ampollas. De estos 

cambios morfológicos se puede deducir que la PHP-1 puede potencialmente inducir la muerte celular 

activando vías apoptóticas.  

 

Fig. 2. Características morfológicas de las células tras el tratamiento con PHP-1 de Polaromonas sp.  

Imágenes representativas de células HeLa tratadas con PHP-1 de Polaromonas sp. durante un ensayo de MTT. 

Las células se observaron en diferentes campos mediante microscopía óptica con un aumento de 10X. (A) Células 

sin tratamiento. (B) Control positivo, células tratadas con doxorrubicina a una concentración de 2 μg/mL. (C) 

Células HeLa tratadas con PHP-1 a una concentración de 5 μg/mL. Las fotografías mostradas representan un 

ensayo MTT para evaluación de citotoxicidad. 

2.3 Actividad citotóxica de PHP-1 en células HeLa 

Para evaluar el potencial citotóxico de PHP-1 contra células de cáncer de cuello uterino, se utilizó la 

prueba de MTT, empleando diferentes dosis de la proteína para determinar la citotoxicidad. 

Inicialmente, se realizó un tratamiento de 24 horas empleando diversos rangos de concentraciones entre 

5-200 µg/mL, indicando un aumento progresivo en el porcentaje de citotoxicidad dependiente de la 

dosis (Fig. 3). A partir de estos resultados, se calculó el IC50 con una concentración de 12,6 µg/mL. 

Una vez identificado el valor de IC50, se realizaron ensayos de tiempo-respuesta a partir de tratamientos 

con esta concentración de PHP-1 en periodos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 h (Fig. 4). Los porcentajes de 

citotoxicidad fueron aumentando en los diferentes lapsos de tiempo analizados. En el ensayo de dosis 

vs tiempo se corroboró que a las 24 h de incubación con la PHP-1 se generó una inhibición de la 

proliferación celular del 54,56% a las 24 h, a las 48 h de 75,58% y a las 72 h la proliferación celular 

disminuyó considerablemente presentando un porcentaje de citotoxicidad del 91,08% (Fig. 4).  Estos 
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hallazgos, indican que la PHP-1 posee efectos citotóxicos en células de cáncer de cuello uterino 

dependiente de la dosis y del tiempo de incubación. 

 

Fig. 3 Actividad citotóxica de PHP-1 de Polaromonas sp. en células HeLa.  Se evaluó la actividad citotóxica 

en células de cáncer de cuello uterino (2 x 104 células) a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 30, 40, 50, 150 y 

200 μg/mL) que se incubaron a 37 °C durante 24 h. La PHP-1 fue tratada previamente con proteinasa K (0,3 

µg/ml) y con PMSF (1 mM). Los datos representan la media ± SEM (n=4). 

 

 

Fig. 4 Ensayo tiempo-respuesta de PHP-1 en células HeLa. Porcentaje de citotoxicidad inducido por la PHP-

1 con una concentración de 12,6 µg/mL en periodos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas. Los datos representan la 

media ± SEM (n=4). Los tiempos de 24, 48 y 72 horas fueron analizados en comparación con el tiempo de 0h 

mediante una prueba t-student. * p<0,0001.  
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La PHP-1 induce la muerte celular en células HeLa por vía apoptótica 

Teniendo en cuenta las observaciones sobre los cambios morfológicos que ocurrieron en las células de 

cáncer de cuello uterino tras el tratamiento con la PHP-1 en el que se evidenció una morfología 

relacionada con la apoptosis y los efectos citotóxicos observados en los ensayos MTT (Fig. 2), se realizó 

un análisis con marcaje de anexina V/PI en las células tratadas con la proteína hipotética. La anexina V 

tiene la capacidad de unirse a la PS (marcador de apoptosis), un fosfolípido que permanece en la 

monocapa lipídica del lado citosólico de la membrana plasmática. Cuando la célula está en apoptosis, 

la enzima flipasa deja de actuar, generando que la PS no se encuentre solo en la hemicapa lipídica 

citosólica, sino también en la hemicapa externa de la membrana plasmática. Por tanto, un marcaje 

positivo es indicativo de apoptosis. Adicionalmente, el PI puede intercalarse entre las dos hebras de 

ADN, debido a que penetra la membrana de células deterioradas, señalando necrosis y/o apoptosis 

tardía. 

Las células tratadas con doxorrubicina presentaron un marcaje positivo para Anexina V y PI, exhibiendo 

un alto porcentaje de células en estado de apoptosis tardía (96,1%) (Fig. 5). Notablemente, después de 

un tratamiento de 24 h con la PHP-1 a una concentración de 12,6 µg/mL se indujo un aumento 

significativo en el porcentaje de células en apoptosis temprana (85,4%) y apoptosis tardía (6,8%) en 

comparación con las células sin PHP-1 (9,5%) (Fig. 5). Por tanto, la proteína hipotética PHP-1 es capaz 

de inducir la muerte celular programada en la línea celular de cáncer de cuello uterino HeLa. Este 

hallazgo sugiere que la PHP-1 puede presentar un mecanismo de acción específico para este tipo de 

muerte celular, el cual requiere ser evaluado mediante posteriores estudios que profundicen en su 

mecanismo de acción.  
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Fig. 5 La proteína hipotética PHP-1 de Polaromonas sp. induce la apoptosis en células de cáncer de cuello 

uterino. Análisis por citometría de flujo de células de cáncer cervicouterino (HeLa) implementando un marcaje 

de Anexina V/ PI en un lapso de 24 h. (A) Diagramas de puntos representativo de los grupos experimentales: 

células sin tratamiento, células tratadas con doxorrubicina a una concentración de 2 µg/ml durante 24 h, y células 

tratadas con PHP-1 a una concentración de 12,6 µg/ml durante 24 h. (B) Los datos representan la media ± SEM 

(n=2). Los grupos fueron analizados en comparación con las células sin tratamiento mediante una prueba t-

student, **p<0,001, ***p<0,0001.  

Las proteínas hipotéticas son aquellas que no presentan una función bioquímica conocida, así como 

tampoco poseen una estructura tridimensional determinada, representando un gran desafío a nivel 

biológico con el fin de determinar su función; por tanto, se buscan herramientas para tener un poco más 

de comprensión sobre estas proteínas (Srinivasan et al., 2015). En las Polaromonas sp. bacterias gram-

negativas, psicrófilas (organismos que tienen la capacidad de vivir en temperaturas menores a 5°C), las 
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cuales se encuentran en ecosistemas acuáticos como mares, glaciares y suelos; se detectó una proteína 

recombinante a partir de diversas herramientas bioinformáticas, correspondiendo a una proteína 

hipotética denominada PHP-1, evidenciándose  una semejanza con péptidos antimicrobianos.  

Los resultados de este trabajo representan el primer estudio funcional de la proteína hipotética PHP-1 y 

proporcionan información relevante en cuanto a la actividad de esta proteína. Es de resaltar la necesidad 

de realizar estudios bioquímicos que validen su estructura y brinden una aproximación de los posibles 

mecanismos de acción de esta proteína. Así mismo, este estudio destaca la importancia de los estudios 

bioinformáticos que analicen bioquímica y funcionalmente proteínas de microorganismos poco 

estudiados y que puedan ser empleados con diferentes aplicaciones biomédicas. A partir de un 

modelamiento bioinformático basado en la secuencia de aminoácidos de la PHP-1 se proporcionó una 

aproximación de su estructura (datos no publicados). Estos análisis revelaron conformaciones propias 

de los ACP como α-hélices y láminas-β, que pueden llegar a formar estructuras que lleven a la formación 

de porosidades en las células cancerígenas. De este modo se tendría un indicio en cuanto a su mecanismo 

de acción al interactuar con la membrana plasmática de estas células. 

3. Conclusiones 

➢ La PHP-1 de la Polaromonas sp. presentó una consistencia alta al ser comparada 

homólogamente con otros ACP que tienen actividad en el cáncer de cuello uterino, lo cual 

sugiere que pueden tener mecanismos de acción homólogos.  

➢ La proteína PHP-1 muestra un efecto citotóxico en la línea celular presentando un notable 

cambio en su morfología característica de células epiteliales, manifestando una morfología 

redondeada, granulosa y con pérdida de adherencia. Este cambio fue acompañado por una 

disminución en la proliferación celular evidenciada en los ensayos de MTT; demostrando de 

esta forma un efecto citotóxico de la PHP-1 dependiente de la dosis en las células HeLa. 

➢ La PHP-1 ostenta una actividad pro-apoptótica, con una mínima, casi nula actividad necrótica, 

siendo menor al 1%. 
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➢ Este estudio sugiere que la PHP-1 puede actuar como un ACP teniendo características relevantes 

para actuar como un agente terapéutico para el cáncer de cuello-uterino. Es necesario realizar 

más estudios debido al poco conocimiento que se tiene sobre esta proteína y sobre la 

Polaromonas sp. Siendo necesario llevar a cabo ensayos en células no tumorales con el objetivo 

de validar la especificidad de la PHP-1 para células de cáncer de cuello uterino. También es 

necesaria una caracterización bioquímica de la proteína que permita abordar su mecanismo de 

acción. 
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