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Resumen

El cancer del cuello uterino presenta un alto indice 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 proteinas anticancerigenas
derivadas de péptidos antimicrobianos. El proposito de este estudio fue evaluar el efecto citotdxico y el
mecanismo de muerte celular de la proteina hipotética PHP-1 del microorganismo psicrofilo
Polaromonas sp. en la linea celular de cancer cérvico-uterino. Por medio de analisis bioinformaticos,
se demostr6 que la PHP-1 exhibe caracteristicas estructurales propias de los péptidos y proteinas anti-
cancerigenas. La citotoxicidad de la PHP-1 fue evaluada mediante un ensayo MTT que mostré un efecto
dosis y tiempo dependiente. Los efectos generados fueron complementariamente analizados por medio
de una marcacién de anexina V/PI, indicando que la proteina hipotética induce apoptosis, lo cual
correlaciona con los cambios morfoldgicos observados. Los resultados de este trabajo representan el
primer estudio funcional de la proteina hipotética PHP-1 y sugieren que la PHP-1 es citotdxica para la
linea celular HeLa mediante la induccién de apoptosis celular, destacando su potencial como agente

anticancerigeno.
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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 / Pl
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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Introduccion

El cancer se considera como una de las enfermedades cronicas 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). EI cancer consiste en la
alteracion del material genético, provocando una falta de control en la division celular y una
proliferacion anormal. Eventualmente, estas células pueden invadir otros tejidos externos. El cancer
representa un gran problema de salud a nivel mundial, generando un fuerte impacto en las Gltimas
décadas en la salud humana y en la expectativa de crear una cura (Ke & Shen, 2017). Debido a esto el
cancer ha sido uno de los focos centrales de investigacion en cuanto a enfermedades se refiere (Ke &
Shen, 2017).

En Colombia, el cancer es una de las principales causas de muerte por enfermedades no transmisibles
(Bravo, 2016). Entre los que presentan una mayor morbimortalidad en la poblacion colombiana se
encuentran el cancer de estbmago, mama, cuello uterino y colorrectal (Pardo & de Vries, 2017). El
cancer de cuello uterino constituye una de las primeras causas de muerte por cancer en mujeres en el
pais, seguida por el cancer 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 cancer es una neoplasia formada generalmente en la parte inferior del Gtero, teniendo un
mayor indice de deteccion en mujeres entre los 35 y 45 afios de edad (Momenimovahed & Salehiniya,
2017). EI cancer de cuello uterino comienza como una lesion displésica 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 transmision 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 cancer cuando se encuentra en un

estado metastasico tienden a ser altamente invasivos, incluyendo histerectomias (remocion de todo el el
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utero dejando infértiles a las mujeres), entre otras cirugias que pueden provocar pequefios riesgos de

infeccion, 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, asi 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 implementacion
de nuevos tratamientos menos invasivos, que tengan una mayor efectividad, méas econémicos y con
menores efectos colaterales, generando asi una mejor calidad de vida en el paciente y la disminucion de
la mortalidad generada por este tipo de cancer (Cibula et al., 2018).

Una estrategia para la generacion de nuevos agentes terapéuticos anticancerigenos deriva del estudio de
los péptidos antimicrobianos (AMPSs), también conocidos como péptidos de defensa contra diversos
patogenos. Estos péptidos hacen parte de la inmunidad innata de diferentes organismos tales como
bacterias, hongos, virus y diversos animales. Los AMPs estan constituidos por secuencias cortas de
aminoacidos siendo pequefias moléculas cationicas o anfipaticas (de la Fuente-Nufiez, Silva, Lu, &
Franco, 2017) (Raheem & Straus, 2019). Los AMP tipicos se componen de residuos cargados
positivamente, como arginina, lisina e histidina (Koo & Seo, 2019). Debido a sus caracteristicas
anfipaticas y a los residuos con cargas netas positivas se suelen producir interacciones indeterminadas
entre fosfolipidos con cargas negativas, donde en caso de encontrarse en la membrana plasmatica van a
tener repercusiones como aumento en la permeabilidad, liberacion de algunos componentes
citoplasmaticos y muerte celular (Hancock & Lehrer, 1998) (Travkova, Moehwald, & Brezesinski,
2017). Estas interacciones dan como consecuencia la ruptura de la membrana debido a la formacion de
poros dada por estructuras de barril y poros toroidales, disminucion del grosor de la bicapa lipidica y
disolucién de la membrana (Brogden, 2005).

El descubrimiento de los AMPs ha permitido a través de los afios su implementacion como agentes
antimicrobianos, siendo focos terapéuticos para diversas enfermedades virales y bacterianas.
Recientemente, los AMPs han demostrado tener distintas actividades antiinflamatorias y

anticancerigenas. Se ha identificado que la actividad anticancerigena 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

union a fosfolipidos como la fosfatidilserina (PS) la cual se ve expuesta en la hemicapa externa de la
membrana plasmatica de las células cancerigenas (Tornesello, Borrelli, Buonaguro, Buonaguro, &
Tornesello, 2020).

A estos AMPs con actividad anticancerigena se les conoce como péptidos y/o proteinas anticancerigenas
(ACPs), los cuales suelen caracterizarse por ser altamente cationicos y anfipaticos. En cuanto a su
estructura en solucion acuosa estos no adoptan una estructura definida. Sin embargo, suelen tener
predisposicion a adoptar estructuras a-helicoidales y de hojas plegadas B (Baindara et al., 2018) (Felicio
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 actian contra células microbianas y
cancerigenas pero que no tienen efecto contra células normales en mamiferos y (2) los ACP que actlan
contra células microbianas, cancerigenas y normales (Hancock & Lehrer, 1998) (Papo & Shai, 2005).
El género de bacterias Gram-negativas Polaromonas, abarca especies psicrofilas con un metabolismo
adaptable, originarias de ecosistemas acuéticos 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 proteinas de interés biomédico.

Empleando la base de datos de la secuencia gendmica anotada para Polaromonas sp. fue posible
predecir proteinas hipotéticas con potencial actividad bioldgica (datos no publicados). Las proteinas
hipotéticas son proteinas predichas con base en la secuencia génica que las codifican, pero no cuentan
una caracterizacion funcional y/o bioquimica experimental. Una de las proteinas hipotéticas predichas
in silico fue la proteina denominada PHP-1 (datos no publicados). La PHP-1 presenta un tamafio de 216
aa y ostenta caracteristicas de un AMP, por lo que es posible que presente también una actividad
anticancerigena, actuando, asi como un ACP. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar

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

proteina como alternativa terapéutica en el tratamiento del cancer de cuello uterino.
1. Materiales y Métodos
1.1 Uso de herramientas bioinforméticas
Con el objetivo de comparar la secuencia de aminoécidos de la PHP-1 con otros ACP, se realiz6 una
recopilacion de ACPs reportadas en la base de datos de péptidos y proteinas anticancerigenas

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

de ACP verificadas en Cancer PPD. Se seleccionaron tres proteinas con base en el tamafio y el tipo de
linea celular en los que tienen actividad, centrandose principalmente en aquellas que tienen actividad
en el cancer de cuello uterino; entre estos se escogieron la Aegerolysin Aa-Pril (Uniprot: 042717),
Actinoxanthin (Uniprot: P01551) e Interferon gamma (Uniprot: Q865W6). En el caso de la PHP-1, se
empleo la secuencia reportada en un estudio previo comparativo con el precursor de cicl6tidos 6 de
Viola baoshanensis (Uniprot: B5B3Z5). Las secuencias en formato FASTA fueron obtenidas del

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

medio de la herramienta T-coffee (http://tcoffee.crg.cat/). Se utiliz6 el tipo de alineamiento PSI-Coffee

basada en la extension de homologia, el cual utiliza como plantillas perfiles de proteinas para la
alineacion de secuencias lejanamente relacionadas sin tener en cuenta su parte estructural (Di Tommaso

etal., 2011).
1.2 Cultivo celular

La linea celular de cancer cuello-uterino humano (HeLa) fue mantenida de forma rutinaria en DMEM
(medio esencial minimo Dulbecco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% vy
penicilina/estreptomicina al 1%. Las células fueron cultivadas en matraces estériles de 75 cm? 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 segun la proporcion 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 realizd un conteo por azul de tripan. 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 citoplasmatica 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 citoplasmatica 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 realizd una suspension celular con una relacion 1:4 de 10 pL de
células, 10 uL de PBS y 20 uL de azul de tripan. Posteriormente, se realizé el conteo en camara de
Neubauer calculando el nimero total de células. A partir del conteo se calculé el porcentaje de células
viables (1.00 — (Numero de células azules (células muertas) + Numero total de células x 100). Este
método fue empleado antes del inicio de cada uno de los ensayos descritos, con el propésito de valorar

la celularidad y garantizar que los cultivos celulares se encontraran en condiciones 6ptimas.

1.4 Activacion de PHP-1

La PHP-1 fue sintetizada comercialmente y re-suspendida de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (GenScript). Para la activacion proteolitica, la PHP-1 se tratd con proteinasa K a una
concentracion final de 0.3 mg/mL durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se adicioné fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, Wako Pure Chemicals, Japon) a una concentracion final de 1 mM para
detener la reaccion proteolitica. Las muestras activadas se esterilizaron por filtracion empleando

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

1.5 Evaluacién de la actividad citotéxica de la PHP-1

Para evaluar la citotoxicidad de la PHP-1 se utiliz la prueba MTT, que se basa en la reduccion
metabolica del bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol (MTT) por las enzimas

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

se sembraron 2 x 10* células por pocillo en medio DMEM sin suplementar y se incubaron a 37 ° C en
una atmosfera humidificada de COz al 5%. La citotoxicidad de la PHP-1 fue evaluada en un rango de
concentraciones entre 5-200 pg/mL en un periodo de tiempo de 24 h. Una vez transcurrido el tiempo a
evaluar, fueron adicionados 10 ul del reactivo MTT a cada pocillo y se incub6 durante 4 horas hasta la
formacion de cristales de formazan bajo el microscopio invertido. Posteriormente, se descartd el
sobrenadante y se agregaron 100 ul de DMSO, con una incubacién de 30 min para disolver los cristales.
Finalmente, se midi6 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 incluyé un control positivo con
doxorrubicina, un antibiético empleado para el tratamiento del cancer, a una concentracion de 2 pg/mL
en DMEM no suplementado y un control negativo de células sin tratamiento. Cada una de estas pruebas

fue realizada por cuadruplicado.

Para la determinacion de la concentracion de PHP-1 que causo6 una inhibicion del crecimiento celular
del 50% (1C50), se hizo una transformacién de los datos de absorbancia obtenidos en las diferentes
concentraciones de PHP-1 evaluadas, seguido de una normalizacién para realizar a una regresion lineal,
utilizando el software de GraphPad Prism. Una vez calculado el valor de 1C50, se determind el efecto
de exposicion a la PHP-1 en periodos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas empleando la prueba MTT

previamente descrita.
1.6 Determinacion del mecanismo de muerte celular inducido por PHP-1

Con el fin de evaluar el mecanismo de accién de la PHP-1 en la muerte celular, se utilizé la medicion
de los marcadores anexina V y yoduro de propidio (Pl) mediante citometria de flujo. El yoduro de
propidio se usa ampliamente junto con la anexina V para determinar si las células son viables,
apoptoticas y/o necréticas 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 Pl



. JAMN

Universidad
Antonio Narino

se intercala entre las dos cadenas de ADN, al cual solo tendra acceso en las células necréticas y en

apoptosis tardia donde la integridad de la membrana plasmética se encuentra comprometida.

Para realizar el ensayo se utilizo el kit de marcacién Anexina V-FITC y PI segun 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 tampon fosfato salino
(PBS). 1 x10° células fueron marcadas afiadiendo 20 pl de tampon de unién y 1 pl 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 afiadio 1 ul de Pl a cada muestra para su lectura en el
citdmetro de flujo (BD Accuri™ C6). Cada condicion experimental fue analizada por duplicado y cada
prueba incluy6 un control negativo con células sin tratamiento y un control positivo con células tratadas
con doxorrubicina a una concentracion de 2ug/mL. También se incluyeron células sin marcacion y sin
tratamiento para realizar ajuste de los ejes. El analisis se realizo a partir de un flujo suave con un nimero
de eventos de entre 70.000 y 80.000. Los datos obtenidos fueron analizados por el software BD

CSampler perteneciente al citdmetro de flujo BD Accuri™ C6.
1.7 Anélisis estadistico.

El anélisis estadistico de las pruebas de citotoxicidad se realiz6 mediante el programa GraphPad Prism
version 8. Los datos de citotoxicidad en diferentes periodos de tiempo y de muerte celular se presentan
como la media * desvio estandar 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

estadistica significativa cuando p<0,005.

2. Resultados y Discusion
2.1 Alineamiento multiple de diversas secuencias comparadas con la PHP-1
En una aproximacién inicial al rol de la PHP-1 como potencial ACP en cancer de cuello uterino, se
empled un repositorio de proteinas y péptidos anticancerigenos (CancerPPD) para llevar a cabo una

comparacion entre las secuencias de proteinas ya identificadas y verificadas que cuentan con una
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actividad anticancerigena en este tipo de cancer. Se realiz6 la comparacion de la posible secuencia

proteica de la PHP-1 con tres proteinas por medio del programa de alineamiento multiple de T-coffee.
El alineamiento fue basado en la extension de la homologia para proteinas regulares y proteinas
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 region (Floden et al., 2016). De acuerdo
con los resultados obtenidos, se manifiestan diversas regiones con secuencias altamente consistentes
entre las proteinas evaluadas, lo cual es identificado por el color rosado (Fig. 1). A partir del score de
cada una de las secuencias comparadas se identificd que todas las secuencias presentan una consistencia
alta con la PHP-1 a diferencia del interferon gama presentando una consistencia media dada por un
score de 61, teniendo esto en cuenta en primer lugar la secuencia gue presenta una homologia con mayor
consistencia con un score de 74; es la proteina Aa-Pril (O42717) del hongo Agrocybe aegerita la cual
exhibe una actividad hemolitica por medio de la formacién de poros, de igual forma ha demostrado
actividad anti-tumoral donde su mecanismo es similar al de las DNAsas promoviendo la apoptosis en

células cancerigenas (Chen et al., 2012) (Yamaji-Hasegawa et al., 2016) (Fig. 1).
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Fig. 1 Alineamiento multiple de la PHP-1 con secuencias proteicas anticancerigenas de la base de datos
CancerPPD. A partir de la herramienta T-coffee por medio de la extension de homologia que utiliza el servidor
PSI-Coffee se realizé el alineamiento multiple de la PHP-1 con proteinas anticancerigenas verificadas en la base
de datos CancerPPD ((Aegerolysin Aa-Pril (O42717), Actinoxanthin (P01551), e Interfern gamma
(Q865WH6)). 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

maés baja. Asterisco (*), indica que en dicha posicion los aminoécidos estan 100% conservados. Dos puntos (:),

indican posiciones donde los aminodacidos son distintos, pero tienen propiedades fisicoquimicas parecidas. Punto
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(), indica una semi-conservacién en los aminoacidos. Evidenciandose una consistencia alta en la mayoria de las

proteinas anticancerigenas menos con el Interferén gamma (Q865W86) la cual indica una consistencia media al
ser comparada con la PHP-1 (ACI129322.1).

Partiendo de los resultados se puede sugerir que la PHP-1 tiene una consistencia alta con respecto a la
mayoria de las proteinas anticancerigenas con las que se realiz6 el alineamiento. En consecuencia, es
posible que la proteina hipotética PHP-1 pueda también presentar una actividad anticancerigena cuyo
blanco sean células de cancer de cuello uterino. Adicionalmente, la consistencia en la secuencia sugiere
que hay similitudes en las propiedades fisicoquimicas en las cadenas laterales de las secuencias, por
tanto, se puede considerar que la PHP-1 puede tener un mecanismo de accion similar a los ACP con los
que se realizo el alineamiento; presentando una expectativa en cuanto a su modo de accidn al realizar
los ensayos in vitro.

2.2 ldentificacion de cambios morfoldgicos en HelLa inducidos por PHP-1

A partir de cultivos celulares con un porcentaje de confluencia > al 80%, se evaluo la viabilidad por
medio del método de azul de tripan, previo a la realizacion 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 cancer de cuello uterino, se observaron las
caracteristicas morfoldgicas 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
morfologia epitelial caracteristica, que se basa en células con una forma alargada, adherente,
estrechamente unidas entre si (Fig. 2A). En el caso del control positivo, las células tratadas con
doxorrubicina, un farmaco quimioterapico, presentaron una pérdida de adherencia y una forma
redondeada (Fig. 2B). Al incubar las células con la PHP-1 se evidenciaron cambios caracteristicos de
muerte celular apoptotica, tales como una reduccion 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 morfoldgicos que indican necrosis, como hinchazon celular, lisis, pérdida de la integridad de
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la membrana y desintegracion de los organelos que inducen a la formacion de ampollas. De estos

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

activando vias apoptdticas.

A)

Fig. 2. Caracteristicas morfologicas de las células tras el tratamiento con PHP-1 de Polaromonas sp.
Iméagenes representativas de células HelLa tratadas con PHP-1 de Polaromonas sp. durante un ensayo de MTT.
Las células se observaron en diferentes campos mediante microscopia 6ptica con un aumento de 10X. (A) Células
sin tratamiento. (B) Control positivo, células tratadas con doxorrubicina a una concentracion de 2 pg/mL. (C)
Células HeLa tratadas con PHP-1 a una concentracion de 5 pg/mL. Las fotografias mostradas representan un
ensayo MTT para evaluacion de citotoxicidad.

2.3 Actividad citotoxica de PHP-1 en células HeLa

Para evaluar el potencial citotéxico de PHP-1 contra células de cancer de cuello uterino, se utilizo la
prueba de MTT, empleando diferentes dosis de la proteina para determinar la citotoxicidad.
Inicialmente, se realiz6 un tratamiento de 24 horas empleando diversos rangos de concentraciones entre
5-200 pg/mL, indicando un aumento progresivo en el porcentaje de citotoxicidad dependiente de la
dosis (Fig. 3). A partir de estos resultados, se calculé el IC50 con una concentracion de 12,6 pg/mL.
Una vez identificado el valor de 1C50, se realizaron ensayos de tiempo-respuesta a partir de tratamientos
con esta concentracion 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 corrobor6é que a las 24 h de incubacion con la PHP-1 se generd una inhibicion de la
proliferacion celular del 54,56% a las 24 h, a las 48 h de 75,58% y a las 72 h la proliferacion celular

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

dependiente de la dosis y del tiempo de incubacion.
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Fig. 3 Actividad citotéxica de PHP-1 de Polaromonas sp. en células HelLa. Se evalud la actividad citotoxica
en células de cancer de cuello uterino (2 x 10* células) a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 30, 40, 50, 150 y
200 pg/mL) que se incubaron a 37 °C durante 24 h. La PHP-1 fue tratada previamente con proteinasa K (0,3

pg/ml) y con PMSF (1 mM). Los datos representan la media + SEM (n=4).
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Fig. 4 Ensayo tiempo-respuesta de PHP-1 en células HeLa. Porcentaje de citotoxicidad inducido por la PHP-
1 con una concentracién de 12,6 pg/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 comparacion con el tiempo de Oh

mediante una prueba t-student. * p<0,0001.
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La PHP-1 induce la muerte celular en células HelLa por via apoptotica

Teniendo en cuenta las observaciones sobre los cambios morfoldgicos que ocurrieron en las células de
cancer de cuello uterino tras el tratamiento con la PHP-1 en el que se evidencié una morfologia
relacionada con la apoptosis y los efectos citotdxicos observados en los ensayos MTT (Fig. 2), se realiz
un analisis con marcaje de anexina V/PI en las células tratadas con la proteina hipotética. La anexina V
tiene la capacidad de unirse a la PS (marcador de apoptosis), un fosfolipido que permanece en la
monocapa lipidica del lado citosélico de la membrana plasmatica. Cuando la célula esta en apoptosis,
la enzima flipasa deja de actuar, generando que la PS no se encuentre solo en la hemicapa lipidica
citosolica, sino también en la hemicapa externa de la membrana plasmatica. Por tanto, un marcaje
positivo es indicativo de apoptosis. Adicionalmente, el Pl puede intercalarse entre las dos hebras de
ADN, debido a que penetra la membrana de células deterioradas, sefialando necrosis y/o apoptosis
tardia.

Las células tratadas con doxorrubicina presentaron un marcaje positivo para Anexina V' y Pl, exhibiendo
un alto porcentaje de células en estado de apoptosis tardia (96,1%) (Fig. 5). Notablemente, después de
un tratamiento de 24 h con la PHP-1 a una concentracion de 12,6 pg/mL se indujo un aumento
significativo en el porcentaje de células en apoptosis temprana (85,4%) y apoptosis tardia (6,8%) en
comparacion con las células sin PHP-1 (9,5%) (Fig. 5). Por tanto, la proteina hipotética PHP-1 es capaz
de inducir la muerte celular programada en la linea celular de cancer de cuello uterino HelLa. Este
hallazgo sugiere que la PHP-1 puede presentar un mecanismo de accién especifico para este tipo de
muerte celular, el cual requiere ser evaluado mediante posteriores estudios que profundicen en su

mecanismo de accion.
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Fig. 5 La proteina hipotética PHP-1 de Polaromonas sp. induce la apoptosis en células de cancer de cuello
uterino. Analisis por citometria de flujo de células de cancer cervicouterino (HeLa) implementando un marcaje
de Anexina V/ Pl en un lapso de 24 h. (A) Diagramas de puntos representativo de los grupos experimentales:
células sin tratamiento, células tratadas con doxorrubicina a una concentracién de 2 pg/ml durante 24 h, y células
tratadas con PHP-1 a una concentracion de 12,6 pg/ml durante 24 h. (B) Los datos representan la media + SEM
(n=2). Los grupos fueron analizados en comparacion con las células sin tratamiento mediante una prueba t-
student, **p<0,001, ***p<0,0001.

Las proteinas hipotéticas son aquellas que no presentan una funcion bioquimica conocida, asi como
tampoco poseen una estructura tridimensional determinada, representando un gran desafio a nivel
bioldgico con el fin de determinar su funcion; por tanto, se buscan herramientas para tener un poco mas
de comprension sobre estas proteinas (Srinivasan et al., 2015). En las Polaromonas sp. bacterias gram-

negativas, psicrofilas (organismos que tienen la capacidad de vivir en temperaturas menores a 5°C), las
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cuales se encuentran en ecosistemas acuaticos como mares, glaciares y suelos; se detect6 una proteina

recombinante a partir de diversas herramientas bioinformaticas, correspondiendo a una proteina
hipotética denominada PHP-1, evidenciandose una semejanza con péptidos antimicrobianos.
Los resultados de este trabajo representan el primer estudio funcional de la proteina hipotética PHP-1y
proporcionan informacion relevante en cuanto a la actividad de esta proteina. Es de resaltar la necesidad
de realizar estudios bioquimicos que validen su estructura y brinden una aproximacion de los posibles
mecanismos de accion de esta proteina. Asi mismo, este estudio destaca la importancia de los estudios
bioinformaticos que analicen bioguimica y funcionalmente proteinas de microorganismos poco
estudiados y que puedan ser empleados con diferentes aplicaciones biomédicas. A partir de un
modelamiento bioinformatico basado en la secuencia de aminoacidos de la PHP-1 se proporcion6 una
aproximacion de su estructura (datos no publicados). Estos analisis revelaron conformaciones propias
de los ACP como a-hélices y laminas-3, que pueden llegar a formar estructuras que lleven a la formacion
de porosidades en las células cancerigenas. De este modo se tendria un indicio en cuanto a su mecanismo
de accidn al interactuar con la membrana plasmatica de estas células.
3. Conclusiones
> La PHP-1 de la Polaromonas sp. presentd una consistencia alta al ser comparada
homologamente con otros ACP que tienen actividad en el cancer de cuello uterino, lo cual
sugiere que pueden tener mecanismos de accion homélogos.
> La proteina PHP-1 muestra un efecto citotdxico en la linea celular presentando un notable
cambio en su morfologia caracteristica de células epiteliales, manifestando una morfologia
redondeada, granulosa y con pérdida de adherencia. Este cambio fue acompafiado por una
disminucion en la proliferacién celular evidenciada en los ensayos de MTT; demostrando de
esta forma un efecto citotoxico de la PHP-1 dependiente de la dosis en las células HelLa.
> La PHP-1 ostenta una actividad pro-apoptdtica, con una minima, casi nula actividad necrética,

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

para actuar como un agente terapéutico para el cancer de cuello-uterino. Es necesario realizar
mas estudios debido al poco conocimiento que se tiene sobre esta proteina 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 cancer de cuello uterino. También es
necesaria una caracterizacion bioquimica de la proteina que permita abordar su mecanismo de

accion.
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