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1 RESUMEN

El cancer es un problema de salud mundial, siendo un grupo de enfermedades crénicas
caracterizadas por el crecimiento incontrolado y la propagacion (invasién y metastasis) de
células anormales. EI cancer de vejiga es el cuarto tipo de tumor diagnosticado en hombres, con
una incidencia de 17,68 cada 100.000 hombres, mientras que en mujeres la incidencia es de
3,66. Por otro lado, el cancer de cuello uterino afecta por afio en Uruguay a 14,4 de cada
100.000 mujeres. En sus estados avanzados, ambos tipos de tumores se tratan con cisplatino.
Lamentablemente, las terapias antineoplasicas actuales producen importantes efectos
secundarios, y en algunos casos, efectos refractarios. Por ello es necesaria la busqueda de
nuevos compuestos antitumorales. En el ambiente extremo antéartico (bajas temperaturas y
elevada irradiacién UV), existen microorganismos que han sido capaces de adaptarse a este
medio ambiente, produciendo pigmentos como forma de proteccion a la alta irradiacion UV, de
los cuales poco conocemos. En tal sentido, el presente trabajo propone la utilizacién de
extractos de bacterias antérticas, con el fin de estudiar sus posibles propiedades anti-
proliferativas sobre lineas derivadas de tumores humanos. Por tanto, se evaluaron las
actividades anti-proliferativas y sensibilizadoras de extractos metandlicos de seis bacterias
antarticas pigmentadas y resistentes al UV previamente identificadas, sobre una linea celular
derivada de cancer de vejiga denominada T24 en ausencia o presencia del cisplatino. El extracto
metanolico de color purpura, fue obtenido de un microorganismo identificado tentativamente
como Janthinobacterium sp. (aislamiento UV13), el cual present6 actividad anti-proliferativa y
potencialmente sensibilizadora al cisplatino. Luego, se optimiz6 la produccién y purificacién
del pigmento. Para ello se analiz6 el efecto de la temperatura y la composicion del medio de
crecimiento en la produccién del pigmento logrando el mayor rendimiento a 20 °C en medio de
caldo de soja triptico suplementado con 3,6 g/L de glucosa, incrementando posteriormente su
produccion mediante el empleo de un biorreactor de 5 L, obteniéndose 77 mg/L de pigmento

crudo. El pigmento se purificé por cristalizacion, el cual fue identificado como violaceina por
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espectrometria de masas (DI-EI-MS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
Luego, se demostré que la violaceina en alta pureza era el componente del extracto con
actividad anti-proliferativa y sensibiliza a las células HeLa (células derivadas de un tumor de
cuello uterino) al cisplatino. Se determind, asimismo, que la violaceina no presenta actividad
genotoxica, mediante ensayo de micronucleos, como sucede con el cisplatino. Ademas, se
trataron lineas celulares derivadas de cancer de vejiga T24 (carcinoma grado Il in situ) y 253 J
(metéstasis retroperitoneal) con violaceina o en forma combinada con diferentes dosis de
cisplatino. La violaceina demostrd ser un potente anti-proliferativo en concentraciones menores
a 500 nM, aumentando la sensibilidad de las células al cisplatino. Los resultados sugieren que
este efecto no seria debido a dafio en el ADN, por lo gque se excluyd un efecto genotdxico. La
violaceina demostrd ser inductor de apoptosis a las 12 y 24 horas luego del tratamiento;
finalmente se demostré que la violaceina afecta la viabilidad celular cuando las células crecen
independientemente de sustrato y reduce la migracién celular. Estos resultados sugieren que la
violaceina podria utilizarse como farmaco coadyuvante en el tratamiento del cancer de vejiga o

de cuello uterino.

16



2 INTRODUCCION

Incidencia de Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento incontrolado y la
propagacion (invasion y metastasis) de células anormales- Por tanto el cancer es un problema de
salud publica mundial (Siegel et al., 2019). La incidencia a nivel global es de alrededor de 18,1
millones de casos y 9,6 millones de muertes por afio, siendo la primer o segunda causa de
muerte para menores de 70 afios en 91, de los 192 paises de mundo (Figura 1) (Bray et al.,

2018).

lero(48)

2do (43)

3eroo4to(22)

Stoa 10mo (53) it

[ sin datos/no aplica Organization

© WHO 2016 AL rights reserved

Figura 1 Mapa indicativo del lugar que ocupa el cAncer como causa de muerte para menores de 70 afios

(adaptado de Bray et al., 2018).

En Uruguay se diagnostican unos 13000 casos nuevos de cancer (exceptuando al cancer de piel
distinto al melanoma), y mas de 8000 pacientes mueren por esta enfermedad anualmente
(Barrios and Garau, 2017). Ademés, dada la tendencia al envejecimiento poblacional en
Uruguay, se prevé que esta enfermedad se convierta en un problema sanitario (Barrios and
Garau, 2017). El costo economico de la enfermedad a nivel mundial fue estimado en

aproximadamente U$S 1,6 trillones segun la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
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(WHO IARC, 2014). Para su tratamiento existen farmacos antineoplasicos, cuya elevada
toxicidad y produccidn de efectos secundarios indeseados (problemas renales graves, reacciones
alérgicas, disminucion de la inmunidad y propensién a las infecciones, trastornos
gastrointestinales, hemorragia y pérdida de audicidn), asi como el desarrollo de resistencias a las
drogas quimioterapéuticas, han llevado a la necesidad de una busqueda continua de farmacos

con mayor eficacia terapéutica y/o menos efectos secundarios (Holohan et al., 2013).

Céncer de vejiga

El cancer de vejiga es una enfermedad de gran importancia sanitaria, tanto por su incidencia
como por su prevalencia. A nivel mundial se estiman 549.000 casos nuevos y 200.0000
defunciones por afo, ocupando el décimo lugar en incidencia (Bray et al., 2018). El cancer de
vejiga es mas comun en hombres que en mujeres siendo las tasas de incidencia y mortalidad de
9,6 y 3,2 cada 100.000 para los hombres, mientras que para mujeres €s cuatro veces menor
(Tabla 1).

Tabla 1. Incidencia del cancer de vejiga en Uruguay entre 2012 y 2016. T.A.: Tasa ajustada por edad a la

poblacion mundial estdndar expresada en casos por 100.000 habitantes. %: porcentaje sobre el total de

canceres (excluyendo piel no melanoma) para cada sexo. Comisién Honoraria de Lucha Contra el Céncer

(CHLCC).
INCIDENCIA MORTALIDAD
Promedio Promedio
T. A. % T.A. %
anual anual
Hombres 17,68 444 6,27 6,7 193 4,38
Mujeres 3,66 132 1,96 1,27 59 1,64
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En nuestro pais la incidencia anual entre 2012 y 2016 fue de 17,68 cada 100.000 para hombres
ocupando el cuarto lugar de incidencia y 3,66 cada 100.000 en mujeres. La mortalidad fue de
4,38% vy 1,64% respectivamente (Comision Honoraria de Lucha Contra el Céancer, 2019b). Un
estudio estimd el costo de la patologia en 4 billones de dolares en los Estados Unidos (EEUU),
siendo el cancer mas costoso por paciente (Mossanen and Gore, 2014). La edad media de
aparicion se ubica entre 60-70 afos, y su frecuencia aumenta con la edad. Aungue la incidencia
es mayor en paises desarrollados, la mortalidad es mayor en paises en desarrollo (Cumberbatch

etal., 2018).

El cancer de vejiga estd relacionado con el contacto entre el epitelio vesical y sustancias
cancerigenas ingeridas o inhaladas, y excretadas a través de la orina. El principal factor de
riesgo es el tabaco, con un riesgo atribuible al 50%, debido a la presencia de aminas aromaticas
y compuestos N-nitrosos eliminados en la orina. Esta demostrado la correlacién entre ciertas
ocupaciones y el cancer de vejiga, siendo las principales oficios la industria tabacalera, los
trabajadores del metal y carbdn, la fabricacion de gomas, tintes, pinturas, productos de limpieza
y belleza, imprentas, industrias del aluminio o cuero y los conductores de vehiculos

(Cumberbatch et al., 2018).

En general todos los tumores se clasifican segun diferentes estadios que varian en funcién del
compromiso en lo local, regional y a distancia. EI TNM (del inglés “Tumor, Nodes and
Metastasis”, Figura 2), es el método mas difundido y utilizado en el cancer de vejiga. Este
método clasifica los tumores en funcién de las caracteristicas del tumor primario (T), la
existencia de nodulos linfaticos afectados (N) y si se verifican metastasis (M) (Martinez et al.,
2018). Otra forma de clasificar los tumores de vejiga, es de acuerdo a su clasificacion
histoldgica. La clasificacion establecida en 2004 por parte de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (SIPU), proporciona una
estratificacion de acuerdo a la malignidad del tumor entre las categorias individuales,

sustituyendo a la clasificacion anterior de la OMS de 1973, donde se definian como carcinomas
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de grado 1, 2 y 3. En la nueva clasificacion se marca la diferenciacion el grado del tumor en
cuanto a su capacidad invasiva, siendo los de alto grado los de mayor propension a la invasion
(Figura 2) siendo definidos como malignidad urotelial papilar de baja malignidad, carcinoma

papilar urotelial de bajo y alto grado de malignidad (Humphrey et al., 2016; Sanli et al., 2017).

No musculo invasivo Musculo invasvo

 Lumen vajiga
ureter
— Urotelio

Laminaprogria

Musculans
propria

veliga

Grasa perivesical

vretra . Gradol . Grage 2 . Grage 3 L1973 OMS

PUMEGM Bajogrado Alto grado 2004 OMS, s1up

Figura 2. Esquema indicativo de las clasificaciones de cancer de vejiga. PUMBGM: papiloma urotelial

maligno de bajo grado de bajo grado de malignidad.

Otra clasificacion descrita por Choi et al. en 2012 describe tres subtipos de carcinoma urotelial
de alto grado musculo-invasivo, se basa en el perfil de expresion de ARNm de todo el genoma.
Las categorias son basal, luminal, y p53-simil. Ademas de los subtipos luminal y basal que son
similares a los descritos en estudios previos, el subtipo p53-simil fue descrito como un subtipo

luminal resistente a la quimioterapia neoadyuvante (Choi et al., 2012).

Aproximadamente el 75% de los pacientes presentan cancer de vejiga no musculo invasivo
confinado a la region mucosa/submucosa de la vejiga. En este tipo de tumores el objetivo de
tratamiento se dirige a la reseccion endoscopica del tumor, reducir las recurrencias y prevenir la
progresion a una etapa mas avanzada. El segundo grupo abarca la enfermedad musculo invasora
(25%), donde se determina si serd necesario un tratamiento radical de terapia multimodal de
cistectomia (reseccion transuretral, quimioterapia y radioterapia). Dentro de este grupo, los
pacientes con céncer de vejiga metastasico, se considera incurable y el objetivo terapéutico

actual es prolongar en tiempo y calidad, la vida en los pacientes para lo cual se utiliza la terapia
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con cisplatino (Cumberbatch et al., 2018; Martinez et al., 2018). Es de destacar que, la
quimioterapia basada en cisplatino solo es efectiva en 30 a 40% de los casos, y aun no es
posible identificar prospectivamente a los pacientes que probablemente obtengan beneficios
(Shah et al., 2011). Otra problemética de este tipo de tumores es la alta recidiva 30-80% en los 5
afios posteriores al primer diagnéstico, y un 10-30% de ellos sobre todo los de alto grado,
progresaran hacia tumor infiltrante. EI 50% de la recidiva se da en los primeros dos afios

(Martinez et al., 2018).

Cancer de cuello uterino

En 2018 se estimaron 569.847 nuevos casos de céancer de cuello uterino (CCU) y 311.365
defunciones (Bray et al., 2018), el 90 % de los casos ocurren en paises de desarrollo econémico

bajo o0 medio (Cohen et al., 2019).

Tabla 2. Incidencia del CCU en Uruguay entre 2012 y 2016. T.A.: Tasa ajustada por edad a la poblacién
mundial estandar expresada en casos por 100.000 mujeres. % sobre el total de canceres (excluyendo piel

no melanoma). Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer 2019.

INCIDENCIA MORTALIDAD
Promedio Promedio
T. A. % T. A %
Anual anual
Mujeres 14,40 314 4,65 5,39 136 3,78

En Uruguay el CCU es el tercero mas frecuente en la mujer, luego de los canceres de mama y
colo-rectal. En el periodo 2012-2016 (Tabla 2) se diagnosticaron en promedio unos 314 casos
nuevos anuales de cancer de cérvix invasor (excluyendo cancer in situ) y mas de 130 mujeres

murieron cada afio por esta causa en nuestro pais. Tanto las tasas de incidencia como de
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mortalidad por céncer de cérvix en Uruguay se ubican en el tercer quintil en el contexto

internacional (Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer, 2019a).

El principal factor etioldgico es la presencia del virus del papiloma humano (VPH) de alto
riesgo. Los VPH de alto riesgo, relacionados con lesiones de alto grado de CCU son: 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66, 68 (Nozar and Briozzo, 2017). Dentro de los factores de
riesgo se encuentran: edad temprana del debut sexual, multiples parejas sexuales o una pareja
sexual de alto riesgo, inmunosupresion (p. ej., tras un trasplante de érganos o trastornos de
inmunodeficiencia como el virus de la inmunodeficiencia humana, VIH), antecedentes de
infeccion de transmision sexual, antecedentes de displasia de vulva o vaginal relacionada con el
HPV, la no asistencia para el tamizaje y el tamizaje insuficiente en paises con programas de
cribado cervical establecidos (lo que da como resultado aproximadamente dos tercios de los
CCU en dichos paises. Otro factor asociado al alto riesgo es el consumo de tabaco (Cohen et al.,

2019).

Dado la importancia de la infeccion por HPV de alto riesgo en el desarrollo del CCU, las
directrices de la OMS que se aplican en nuestro pais estdn enfocadas en la educacion y
sensibilizacion sobre el tema, la vacunacion, tamizaje y deteccion precoz, tratamiento adecuado
y cuidados paliativos. Esto incluye administrar a las nifias, entre los 9 y los 13 afios, dos dosis
de la vacuna contra los VPH; utilizar las pruebas de deteccion de VPH como método de cribado

para prevenir el CCU y difundir informacion de forma méas amplia (Nozar and Briozzo, 2017).
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Figura 3. Esquema del CCU, adaptado de Cohen et al. 2019.

El CCU se clasifica segun la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en
cuatro estadios I, 11, 11 y 1V. La determinacion del estadio se basa en los resultados del examen
fisico, las exploraciones por imagenes y las biopsias. Segun se destalla en el esquema de la
Figura 3, en el estadio | el carcinoma esté estrictamente limitado al cuello uterino. En el estadio
Il el cancer se ha diseminado mas alla del Utero hacia areas cercanas, como la vagina o el tejido
cercano al cuello uterino, pero no se ha extendido al tercio inferior de la vagina ni a la pared
pélvica. Avanzando en el Estadio Il el CCU afecta el tercio inferior de la vagina y/o se ha
diseminado a la pared pélvica y/o causa inflamacién del rifion, denominada hidronefrosis, o
impide que el rifion funcione y/o compromete los ganglios linfaticos regionales. No hay
diseminacion distante. El estadio 1V, son las metastasis (probadas por biopsia) sub dividiéndose
en estadio IVA cuando el cancer se ha diseminado a la vejiga o al recto, pero no a otras partes

del cuerpo y estadio 1VB: el cancer se ha diseminado a otras partes del organismo (Figura 3).

El tratamiento depende de la extension de la enfermedad en el momento del diagnoéstico,
pudiendo involucrar la histerectomia radical o radioterapia combinada con quimioterapia. Para

las mujeres con enfermedad metastésica o recurrente, el prondstico general es malo, siendo el
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tratamiento con cisplatino el habitualmente empleado en estos casos (Cohen et al., 2019). La

recurrencia post operatoria es del orden del 60% (Giansanti et al., 2010).

Dada la localizacién en el cuerpo humano, este tipo de tumores (vejiga y cuello de Gtero) son
pasibles de tratamientos poco invasivos (no sistémicos), como las instilaciones vesicales en el
caso del cancer de vejiga y tratamiento topico para el cancer cervical. Mediante esta
metodologia se logra inyectar el agente quimioterapéutico localmente, absorbiéndose solamente
el 5% al torrente sanguineo (Shen et al., 2008), lo que disminuiria el riesgo de los posibles

efectos secundarios para la realizacion de un ensayo preclinico.

Apoptosis, mecanismo de muerte celular

Uno de los principales mecanismos que llevan a la muerte de las células tumorales, mediante los
clasicos tratamientos de quimio y radioterapia, lo constituye la apoptosis (Savage, 2015). En tal
sentido, se ha demostrado que la muerte celular programada por apoptosis constituye una
barrera natural para el desarrollo del céancer (Hanahan and Weinberg, 2011). En términos
generales, la apoptosis es un proceso altamente organizado de la muerte celular programada
para la eliminacion de células no deseadas del cuerpo durante el desarrollo de los 6rganos, la
remodelacion de los tejidos y la respuesta inmune. La apoptosis, se caracteriza por un conjunto
discreto de pasos bioguimicos y cambios morfoldgicos, incluyendo la activacion de caspasas, la
translocacion de fosfatidilserina desde el interior hacia el exterior de la membrana plasmatica,
condensacion de la cromatina, degradacion del ADN y la fragmentacion de la célula en
fragmentos subcelulares llamados cuerpos apoptéticos (Brunelle and Zhang, 2010). Se ha
observado que los defectos en las vias apopt6ticas estan implicados en el desarrollo de cancer, y
a su vez, se encuentran relacionados en muchos casos con la resistencia de los tumores a la

quimioterapia (Brunelle and Zhang, 2010; Hanahan and Weinberg, 2011).
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Productos antitumorales naturales

Alrededor del 49% de los farmacos anti-neoplésicos aprobados en los ultimos 50 afios son
productos naturales o moléculas derivadas de estos (Kinghorn et al., 2016). Existen varios
productos antitumorales de uso clinico derivados de planta, como por ejemplo los alcaloides
derivados de vinca (Catharanthus roseus), vinblastina y vincristina; los derivados de
camptotecina (aislados de Camptotheca acuminata) topotecan e irinotecan; el etoposido,
derivado de epipodofilotoxina (aislado de Podophyllum notatum); y el paclitaxel o taxol (Taxus
brevifolia) (Cragg and Newman, 2013). Como ejemplos de compuestos anticancerigenos
derivados de microorganismos encontramos a las antraciclinas (doxorubicina), bleomicina,

actinomicina y mitomicina C (Cragg and Newman, 2013; Kinghorn et al., 2016).

Uso de bacterias para terapia anti-neoplasica:

Desde fines del siglo XIX se utilizan bacterias como agentes anticancerigenos. Las primeras
aplicaciones implicaban el uso de bacterias patogénicas atenuadas, que estimulaban el sistema
inmune generando regresion tumoral. Las nuevas estrategias incluyen el uso de productos
bacterianos tales como proteinas, enzimas, inmunotoxinas y metabolitos secundarios, que se
dirigen especificamente a las células cancerosas y causan la regresion del tumor a través de la
inhibicién del crecimiento, detencion del ciclo celular o la induccién de la apoptosis (Bernardes
et al., 2010; Fialho et al., 2011). Entre Enero de 2007 y Junio de 2011 se patentaron 376
productos bacterianos como agentes anticancerigenos, incluyendo entre otros, proteinas,

enzimas, inmunotoxinas y metabolitos secundarios (Fialho et al., 2011).

Caracteristicas relevantes de las bacterias antarticas

La Antartida presenta una gama de condiciones climéticas extremas. Bajas temperaturas, alta
radiacion incidente, baja humedad atmosférica, baja disponibilidad de agua en estado liquido,
alta salinidad, variaciones de pH, entre otras, las cuales llevan a catalogar a este ambiente como

uno de los mas duros de la Tierra, siendo inhdspito para el desarrollo de la mayoria de las
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comunidades biologicas. Estas condiciones son apropiadas para el establecimiento de una serie

de biotipos microbianos especializados y localizados (Cowan and Tow, 2004; Cary et al., 2010).

Respecto a la clasificacion de los microorganismos respecto a su temperatura cardinal de
crecimiento, las bacterias psicrofilicas poseen una temperatura 6ptima de crecimiento de 15 °C o
inferior, mientras que las psicrotolerantes son capaces de crecer a temperaturas inferiores a 15
°C, pero la tasa de crecimiento es mas rapida por encima de los 20 °C (Gupta et al., 2014). Por
otro lado, los microorganismos con capacidad de sobrevivir a altas dosis de radiacion son
conocidos como extremofilos radiorresistentes. La exposicién excesiva a la irradiacion UV
induce lesiones en el ADN generando un efecto citotoxico y mutagénico sobre los organismos
biolégicos. Sin embargo, algunas poblaciones de microorganismos son capaces de crecer en
ambientes expuestos a radiaciones gracias a los mecanismos de defensa desarrollados por los
mismos (Gabani and Singh, 2013; NuUfiez-Montero and Barrientos, 2018). Este grupo de
microorganismos extremdéfilos se consideran como una fuente importante de moléculas
bioactivas que pueden ser empleadas en el tratamiento de algunas enfermedades, debido a que
para sobrevivir en este tipo de ambientes, los microorganismos han desarrollado defensas
Unicas, y esto les ha llevado con frecuencia a producir nuevas moléculas no detectadas en las
mismas especies de microorganismos ubicados en otros ambientes menos hostiles (Cowan and

Tow, 2004; Cary et al., 2010; Nufiez-Montero and Barrientos, 2018).

Entre los metabolitos secundarios implicados en la respuesta a la exposicion a algunos tipos de
radiacion se pueden encontrar numerosos pigmentos caracteristicos. Estos pigmentos
constituyen moléculas capaces de absorber la luz en determinadas longitudes de onda dentro de
la region del espectro visible (Delgado-Vargas et al., 2000). Un mecanismo propuesto para la
proteccién ante la radiacién UV es la acumulacién de pigmentos absorbentes generalmente a
nivel de la membrana exterior bacteriana (Nicholson et al., 2005; Morgan-kiss et al., 2012;
Mojib et al., 2013; Marizcurrena et al., 2019). Por otro lado, se ha demostrado que la

produccion de pigmentos puede funcionar como un mecanismo de adaptacion a las bajas
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temperaturas, actuando como moduladores de la fluidez de la membrana, alterando su
homeoviscosidad durante la fluctuacién de la temperatura (Dieser et al., 2010; Mojib et al.,

2013).

Actividad antiproliferativa de pigmentos bacterianos

Varios trabajos cientificos han demostrado la actividad antitumoral de los pigmentos
bacterianos. Estos pueden inducir apoptosis y/o inhibicién del ciclo celular. A modo de ejemplo,
el pigmento denominado prodigiosina producido por Serratia marcescens, tiene un efecto
antitumoral en lineas celulares derivadas de cancer de mama (Wang et al., 2016). Otro ejemplo
es el pigmento piocianina producido por Pseudomonas aeruginosa que tiene un efecto anti-
proliferativo en la linea derivada de cancer de higado HepG2 (Zhao et al., 2014). El pigmento
melanina extraido de Streptomyces glaucescens mostr6 actividad anti-proliferativa frente a la
linea de cancer de piel HFB4, (EI-Naggar and El-Ewasy, 2017). Por otro lado, la violaceina, un
pigmento producido por bacterias pertenecientes a diferentes géneros, entre ellos
Chromobacterium violaceum, Janthinobacterium lividum, Alteromonas luteoviolacea,
Duganella sp. (Duran et al., 2012) que posee actividad anti-proliferativa sobre lineas celulares
derivadas de melanoma (Melo et al., 2003), cancer de colon (De Carvalho et al., 2006) y cancer
de mama (Bromberg et al., 2010; Alshatwi et al., 2016). Asimismo, el pigmento PVP
(violacein-like purple violet pigment) extraido de Janthinobacterium antartica mostrd ser un
eficiente inhibidor del crecimiento de lineas celulares derivadas de fibrosarcoma (Mojib et al.,

2011).

Quimioterapia basada en cisplatino

El cisplatino (cis-diaminadicloroplatino (I1), CDDP), es un farmaco quimioterapéutico bien
conocido, aprobado por la Food & Drug Administration (FDA, EEUU) para su uso
quimioterapéutico en cancer de vejiga y testiculo en 1978 (Galluzzi et al., 2012). Se ha utilizado

en el tratamiento de numerosos canceres humanos, incluidos el de vejiga y cuello uterino

27



(Ismaili et al., 2011; Cheung-Ong et al., 2013; Dasari and Bernard Tchounwou, 2014; Zhu et
al., 2016). Si bien tiene un efecto pleiotropico tanto en el citoplasma como en el ndcleo, su
accion mas estudiada y por la cual se le atribuye el efecto, es mediante intercalacién entre las
bases purinicas del ADN, generando aductos fundamentalmente inter hebra, rupturas de cadena
simple del ADN, asi como interfiriendo con los mecanismos de reparacion del ADN (Galluzzi
et al., 2012). De este modo es capaz de causar dafio en el ADN e induccién de la apoptosis en
celulas tumorales (Galluzzi et al., 2012; Dasari and Bernard Tchounwou, 2014). También
produce varios efectos secundarios, y en la mayoria de los casos, las células tumorales
desarrollan mecanismos de resistencia al tratamiento, limitando de ese modo su empleo

(Cheung-Ong et al., 2013; Castedo et al., 2018).

Sensibilizacion quimica al cisplatino

Como se menciond anteriormente, si bien existen farmacos para la terapia tumoral, muchas
veces 0 bien no controlan al tumor, tienen efectos secundarios indeseados o las células
cancerosas generan resistencia a los mismos. Uno de los principales problemas de la
quimioterapia reside en la capacidad de algunas células neoplésicas de generar resistencia. Este
fenémeno, sumado a la intrinseca inestabilidad gendémica de las células tumorales, pueden
generar clones resistentes al tratamiento (Castedo et al., 2018). Existen distintos procesos que se
modifican en las células resistentes al CDDP, entre ellos alteraciones que implican pasos que
preceden a la union del cisplatino al ADN, mediante mecanismos de eflujo y alteracion quimica
por proteinas del tipo tiol (resistencia pre-objetivo); que se relacionan directamente con los
aductos de ADN-cisplatino aumentando los mecanismos de reparacion celular del tipo
reparacion por escision de nucle6tidos (nucleotide excision repair, NER) y reparacion por mal
apareamiento de bases (mismatch repair MMR) (resistencia en el objetivo); alteraciones en las
vias de sefializacion de muerte provocadas por el dafio en el ADN, inactivando los mecanismos
de muerte del tipo apoptosis y autofagia (resistencia posterior al objetivo); activando la

transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Galluzzi et al., 2012; Zhu et al., 2016). Ademas existe
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una alteracion de los perfiles de metilacion del ADN, de los microARN, cambiando a un

fenotipo de caracteristicas similares al de las células madre cancerigenas (Zhu et al., 2016).

Una estrategia utilizada es la combinacion de dos o mas agentes quimioterapicos. Por ejemplo,
se ha utilizado CDDP en combinacion con otros farmacos de uso comun como el 5-
fluorouracilo, capecetabina, bleomicina, ifosfamida, taxol o gemcitabina (Giansanti et al.,
2010). Dada la problematica que genera el uso del cisplatino, se han buscado alternativas fuera
de los farmacos convencionales. Por ejemplo, se ha demostrado la accion sensibilizadora al
cisplatino de varios fitoquimicos, entre ellos la curcuma y el flavonoide quercetina (Sun et al.,
2019), junto a fenazinas de origen sintético (Hernandez et al., 2019) o el acido hidroxiaminico

suberoilanilida (suberoylanilide hydroxamico acid, SAHA) (Ryu et al., 2019).
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3 HIPOTESIS

Debido a las condiciones ambientales extremas presentes en la Antartida, los microorganismos
ahi presentes han desarrollado estrategias de supervivencia a través de la produccion de
metabolitos secundarios. EI cAncer es un problema sanitario a nivel mundial que muchas veces
lleva a un desenlace fatal, si bien existen terapias estas no siempre resultan efectivas y presentan

diversos efectos colaterales.

La hipotesis de la presente tesis es que los microorganismos que se desarrollan en la Antértida,
producen pigmentos desconocidos, que podrian tener actividad antiproliferativa y/o
sensibilizadora a agentes quimioterapéuticos en lineas celulares derivadas de cancer de vejiga y

de cancer de cuello uterino humanos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar la posible actividad anti-proliferativa in vitro de pigmentos derivados de bacterias

extremofilas antérticas en lineas derivadas de cancer de vejiga y cuello uterino.

4.2 Objetivos especificos

1) Generar una coleccién de extractos enriquecidos de pigmentos producidos por bacterias
antarticas, que cubran un amplio espectro de colores. Evaluar la actividad antiproliferativa y la
capacidad de sensibilizar al cisplatino de los extractos alcohodlicos enriquecidos. Purificar e

identificar los compuestos responsables de la mencionada actividad.

2) Optimizar la produccion y/o purificacion de las moléculas activas. Verificar su actividad en

células HelLa.

3) Estudiar el efecto del compuesto aislado sobre las lineas tumorales T24 (células derivadas de
carcinoma in situ grado Il de vejiga) y 253 J (células derivadas de metastasis retroperitoneal),
analizando su posible actividad citotdxica, mutagénica, afectacién del ciclo celular, dafio

primario sobre el ADN, induccion de muerte por apoptosis, afectacion de la migracion celular.

31



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental para el cumplimiento del primer objetivo: “Busqueda de
compuestos anti-proliferativos partiendo de extractos metandlicos de pigmentos producidos por
bacterias antarticas”

Se obtuvieron y evaluaron los extractos metanolicos de seis bacterias antarticas. Posteriormente
se purificaron sus compuestos activos siguiendo la estrategia de fraccionamiento bioguiado,
purificando componentes y evaluandolos mediante un bioensayo, intentando obtener una bio

molécula con actividad purificada e identificada.

5.1.1 Obtencidn de los extractos alcohdlicos enriquecidos en pigmentos

Las bacterias evaluadas (Tabla 3) pertenecen a la coleccion de bacterias resistentes a la
irradiacién UV de la Dra. Susana Castro, de la Seccion Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica (UdelaR). Las bacterias se identificaron
previamente mediante la secuenciacién de un fragmento del gen ADNr 16S de
aproximadamente 1600 pb comparando con bases de datos publicas (Marizcurrena et al., 2017).
El microorganismo UV 13, se identific6 como miembro de los géneros Janthinobacterium o
Duganella basandose en sus similitudes de secuencia de ADNr 16S con cepas de referencia,
ambos miembros de la familia Oxalobacteraceae. La secuencia se deposité en la base de datos
NCBI con el nimero de acceso MK757717 y el aislado bacteriano se llamé UV13. La
identificacion final aln no se ha designado, al menos hasta una evaluacién adicional de la
identificacion final utilizando un enfoque polifasico, incluida la secuenciacion del genoma. Por
lo tanto, el aislado fue designado como miembro de la familia Oxalobacteraceae, cepa UV13.
(Marizcurrena comunicacion personal).

Se estrid en placa de cultivo TSA (Triptic Soy Broth, Sigma Aldrich #22092 EEUU 3 g/L, agar
bacterioldgico 2 %) del stock original conservado en 15 % glicerol en frezzer -80 °C de cada

bacteria. EI mantenimiento se realiz6 por pasaje en placa de cultivo durante dos semanas a 20
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°C. Se realizaron pre-cultivos de las bacterias creciéndolas en 5 mL de medio TSB (Triptic Soy
Broth, Sigma Aldrich #22092, EEUU) a una concentracién de 3 g/L, a 200 rpm por 48 h a 20
°C, vy luego se inocularon en matraces conteniendo 500 mL de TSB y se crecieron de igual
forma que el pre-cultivo. Luego, se centrifugaron a 4 °C, 10.000 rpm por 15 min, descartando el
sobrenadante. EI pigmento presente en el pellet celular se extrajo en 5 mL de metanol puro para
analisis (ppa) (MeOH, Dorwil) a 65 °C durante 15 min. Se centrifugé nuevamente, obteniéndose
el sobrenadante coloreado a un tubo limpio, los cuales se evaporaron a presion reducida hasta
secar (Labconco 78100-00 B Centrivap Concentrator, EEUU). Los extractos metandélicos (EM)
se pesaron en balanza analitica y se resuspendieron en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich

#276855) o etanol ppa (EtOH, Dorwil) para la evaluacion de la citotoxicidad.

Tabla 3. Lista de bacterias evaluadas.

Identificacion del microorganismo Género Identidad (%)|Color de la colonia
uvi Janthinobacterium 99 NC
uv9 Sphingomonas 99 Naranjo
uvil Hymenobacter 96 Rojo
uviz Sphingomonas 99 Amarillo
(OAVAK] Janthinobacterium o Duganellal 97 Violeta
UVv15 No identificado -- Amarillo limén

NC: no coloreada. La informacion sobre la identidad de los microorganismos se tomé de Marizcurrena et
al., 2017.

5.1.2 Espectros de absorcion UV visible

Para la identificacion primaria de los pigmentos se realizaron espectros de absorcion en el rango
de 200 a 800 nm. Se colocaron 100 pL de los EM a una concentraciéon de 100 pg/mL, y se
realizaron las medidas de absorbancia en un espectrofluorimetro (Varioskan Flash, Thermo

Scientifics, Finlandia).
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5.1.3 Cultivos celulares

Se establecieron cultivos de las lineas derivadas de cancer de vejiga T24 (carcinoma in situ) y
253 J (metéstasis retroperitoneal) en el medio Mac Coy’s 5A (Gibco #12330031, Gaithersburg,
Maryland, EEUU), suplementado con L-glutamina 1 mM, penicilina—streptomicina 1% y suero
fetal bovino al 10% (SFB) (Capricorn Scientific #FBS 11-A, Ebsdorfergrund, Alemania). Los
cultivos se mantuvieron en atmosfera con CO, al 5%, a 37 °C. Las células se obtuvieron de la

Asociacion Banco Argentino de Células (ABAC; http://www.abac.org.ar/).

5.1.4 Determinacion de la actividad antiproliferativa

Para determinar la actividad antiproliferativa se realizaron los ensayos de reduccion del bromuro
de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma #M2128, EEUU) y/o el ensayo
de reduccidn de la resazurina (RZ; Sigma # R7017, EEUU). Ambos ensayos se basan en la
reduccion metabdlica de los compuestos por parte de las células viables. En el caso del MTT se

reduce a formazan, mientras que la RZ se reduce a resofurina (Van Tonder et al., 2015).

Brevemente, se establecieron los cultivos de la linea derivada de cancer de vejiga T24, en placas
de 96 pocillos, sembrando 5000 células cada 100 pL de medio Mac Coy’s 5A con 10 % de SFB,
y se cultivaron a 37 °C y 5% de CO, durante 24 h. Para evaluar la actividad antiproliferativa, se
agregaron diferentes concentraciones de los EM (0,5, 5 y 50 pg/mL), y para evaluar la
sensibilizacion al CDDP, se utilizaron las mismas concentraciones de los EM combinados con
CDDP al 15 pM de. Se utiliz6 DMSO como control de vehiculo. El ensayo transcurrié durante

24 h, en las condiciones de cultivo descritas.

Para el ensayo de reduccion del MTT, se agregé MTT (concentracion final 50 pg/mL) a cada
pocillo y luego de 4 h se determiné el desarrollo de color a 575 nm en espectrofluorimetro
(Varioskan). Para el ensayo de reduccion de la RZ (RZ), se quitd el medio de cultivo y se
reemplazaron por 100 pL de RZ 0,025 mg/mL preparada en PBS. Luego de 4 h, se midi6 la
fluorescencia usando una longitud de onda de excitacion de 530-560 nm y de emision a 590 nm
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en espectrofluorimetro (Varioskan). Los ensayos se realizaron por triplicado, teniendo ademas

tres réplicas por concentracion evaluada. Se realizo el test estadistico de ANOVA 'y Tukey.

5.1.5 Purificacién del extracto metanolico producido por UV13 (EMUV13)

Como resultado de las actividades anteriores, se seleccioné el extracto EMUV13 (extracto
metanolico o extracto enriquecido del pigmento producido por el aislamiento UV-resistente
denominado UV13) para continuar el trabajo. Las etapas de purificacion del pigmento
seleccionado se realizaron en colaboracion con el Dr. Danilo Davyt (Laboratorio de Quimica

Farmacéutica, Facultad de Quimica, UdelaR), y se describen a continuacion.

Purificacién por columna de silica: 84 mg del EMUV13 se colocaron en una columna de vacio
de flash silica (Sigma #381276, EEUU) de 20 g. Como fase mdvil se utilizaron 100 mL de
mezclas de hexano ppa (Dorwil) y acetato de etilo (AcOEt) ppa (Dorwil) a diferentes relaciones
(hexano 100%, hexano 80:20 AcOEt, 60:40, 40:60, y 100% de AcOEt; se agregd 10% de
MeOH para facilitar la disolucion del pigmento). Las fracciones se colectaron 100 mL de cada
fase, se evaporaron a presién reducida, se pesaron y disolvieron en DMSO (1 mg/mL) para su
evaluacion biolégica e identificacion. Las fracciones purificadas se evaluaron en su actividad
antiproliferativa y sensibilizadoras al CDDP como se describié anteriormente, a las
concentraciones (0,01, 0,1, 1 y 10 pug/mL). La fraccion AcOEt (FAE) activa se reservé para su

posterior purificacion.

Purificacién de la FAE del EMUV13, por cristalizacion: Se disolvieron 24,3 mg de la fraccion
activa FAE en acetona caliente y se filtré con papel de filtro. La fraccion se colocé en un balén
cerrado y opaco con una salida de gases y una corriente baja de nitrogeno durante una semana.

El precipitado se disolvié en DMSO (1 mg/mL), para su evaluacion biol6gica e identificacion.
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5.1.6 Identificacion del pigmento

La fraccidn purificada del pigmento se identificd realizando espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) y por espectrometria de masas (MS). El precipitado coloreado, obtenido por
centrifugacion, se identificé por espectrometria de masas (DI-EI-MS) utilizando un Shimadzu
QP-2010 plus, y por impacto electronico DI (El) a 70 eV. La identificacion también se realizd
mediante espectroscopia de RMN. Los espectros de RMN *H de la fraccion (1,5 mg) suspendida
en dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) se registraron en un equipo Bruker Avance 400. Los
cambios quimicos se expresan en parte por millon (ppm) con respecto al tetrametilsilano

(TMS), J en Hertz.

5.2 Estrategia experimental para el cumplimiento del segundo objetivo: "Produccién de
violaceina de UV13 a mayor escala y evaluacion de su actividad antiproliferativa en HeLa"

Una vez seleccionado el pigmento de estudio, de obtenerlo puro y conocer su identidad quimica,
se procedi6 a la optimizacién de la produccién del mismo por parte del aislamiento bacteriano
de origen Antartico (denominado UV13). Este trabajo se realiz6 en colaboracion con la Dra.
Verédnica Saravia del Departamento de Bioingenieria, Facultad de Ingenieria, Universidad de la

Republica.

5.2.1 Optimizacion de la produccién del pigmento

Primero se analizé el efecto de la temperatura en el crecimiento de UV13 y la produccion del
pigmento. Para ello, se obtuvieron pre-cultivos de la cepa UV13 en tubos de 10 mL con 3 mL
de TSB 3 g/L y se cultivaron en una incubadora orbital a 200 rpm y 20 °C, durante toda la
noche. Se transfirieron alicuotas de estos cultivos frescos a un matraz de 250 mL conteniendo
50 mL de TSB de 3 g/L a una densidad Optica inicial (DO) de 0,05 a 660 nm (aproximadamente
10’ unidades formadoras de colonias por mL; UFC/mL) y se cultivaron a 20 °C, 25°C y 30 °C, a
200 rpm durante 48 h. El crecimiento celular se monitore6 mediante medida de absorbancia a

660 nm. La produccién del pigmento se determiné mediante medidas de absorbancia a 575 nm
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de la siguiente manera: se centrifugd 1 mL de cultivo (6000 rpm, 15 min, 4 °C) y el sedimento
se suspendié en 5 mL de metanol, se calent6 a 65 °C durante 15 min, y se centrifugd (6000 rpm,
15 min) (el procedimiento de extraccion de pigmento se repitié hasta el blanqueo del pellet
celular; y los sobrenadantes coloreados se agruparon). El sobrenadante se evapord a presion
reducida y luego se suspendié en 1 mL de etanol. La produccién del pigmento se evalu
midiendo la absorbancia de los EMs a 575 nm (maximo de absorcién del pigmento determinado

segun los espectros de absorcion).

Una vez seleccionada la temperatura éptima de crecimiento y produccion del pigmento, se
realizd un segundo grupo de experimentos para estudiar la influencia de la composicion del
medio de cultivo en el rendimiento de produccion de la biomasa y del pigmento. Se evalud el
efecto de la concentracion de TSB (3 g/L, 15 g/L y 30 g/L), asi como el agregado de diferentes
potenciales inductores de la produccion del pigmento, tales como glicerol (1 y 5%), triptéfano
(10 y 25 mM), butirato de sodio (10 mM y 25 mM), Tween 80 (1 y 5%) y glucosa (1.8 y 3.6
g/L). El estudio se realizé en tubos con 3 mL de medio en un agitador orbital a 20 °C y 200 rpm,
con una biomasa inicial equivalente a una OD de 0,05, medido a 660 nm. EI crecimiento celular

y la produccidn del pigmento se midieron después de que 48 h segun lo descrito anteriormente.

Se realizaron dos experimentos independientes, con tres réplicas bioldgicas y tres réplicas
técnicas por medida. Se realizo el estudio estadistico mediante el test de multicomparacion de

Tukey.

5.2.2 Crecimiento de UV13 y produccion del pigmento en matraces (escalado)

Como paso intermedio al escalado a un bioreactor, se realiz6 una determinacion del crecimiento
y la produccion del pigmento por UV13, en matraces conteniendo 50 mL de medio de cultivo,

en las condiciones seleccionadas segun los experimentos descritos mas arriba.

Se evaluo la produccion de biomasa y del pigmento, asi como el consumo de glucosa en un
matraz de 250 mL, conteniendo 50 mL de TSB 3 g/L, en ausencia y en presencia de 1,8 y 3,6
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g/L de D(+)glucosa, a 20 °C y 200 rpm. El matraz se inocul6 con UV13 (como se describid
anteriormente en 5.2.1), y se tomaron muestras de 1 mL del cultivo para monitorear la
produccién de biomasa y pigmento a las 24, 32, 48 y 52 h segln lo descrito anteriormente.
Ademas, se determind la presencia de glucosa por HPLC a través de un cromatdgrafo Shimadzu
Lab Solution equipado con detector de indice refractivo (refractive index detector (RID-10A) y
una columna Aminex HPX-87H a 45 °C. Se utilizd agua ultrapura como fase mévil a un flujo

de 0,6 mL/min (Guigou et al., 2019).

5.2.3 Produccion del pigmento en biorreactor (escalado)

Las células UV13 se cultivaron en un biorreactor de tanque agitado de 5 L (BIOSTAT®
Sartorius Stedim, Alemania) con un volumen de trabajo de 1,5 L. Para ello, el biorreactor que
contenia el medio (3 g/L de TSB con 3,6 g/L de glucosa) se esterilizé en autoclave durante 20
min en condiciones estandar. Posteriormente, el biorreactor se inoculd con un cultivo fresco de
UV13 que inicialmente alcanzaba una DO de 0,05 como se describid anteriormente. El curso del
tiempo, de pH y OD se monitored en linea. La temperatura se ajust6 a 20 °C y se mantuvo con
agua refrigerada y una manta eléctrica. La agitacion se estableci6 inicialmente a 150 rpm vy se
ajustd manualmente para mantener una mezcla adecuada. La formacion de espuma se controld
mediante la adicién de una mezcla de silicona USP y polipropilenglicol (20:20) en agua, cuando
fue necesario. Se tomaron muestras (5 mL) y se determin6 la biomasa (por OD a 660 nm) como
se describi6 anteriormente. Luego, la muestra se centrifugd (6000 rpm, 4 °C durante 10 min) vy,
los sobrenadantes y el pellet celular se almacenaron a -20 °C para la determinacion de glucosa
(por HPLC) y contenido del pigmento, respectivamente, como se describid anteriormente. La
concentracion de pigmento se calcul6 utilizando un coeficiente de extincion (€) de 56,01 mL
mg ' cm™', en etanol a 575 nm (Mendes et al., 2001). Finalmente, el volumen de cultivo restante
(colectado a las 96 h de cultivo) se usé para la extraccion, purificacion e identificacion quimica

final del pigmento, como se describe a continuacion.
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5.2.4 Extraccion, purificacion e identificacion quimica del pigmento

Debido al aumento en escala del volumen del cultivo, se debi¢ ajustar el proceso de purificacion
descrito en la seccion 5.1.5. El cultivo obtenido del biorreactor (crecimiento de 96 h; 1,5 L) se
mezcl6 con NaCl a una concentracion final de 0,5 M (para la agregacion de polisacaridos) y 200
mL de butanol, y se incub6 a 65 °C durante 15 min. Luego, la mezcla se centrifugd (4000 rpm,
4 °C, 15 min) y la fase butandlica pdrpura se sec6 en un equipo de evaporador rotativo. El polvo
se lavo dos veces con 100 mL de hexano y 100 mL de diclorometano, y el sedimento se secd
nuevamente a presion reducida, y luego se disolvié en MeOH. Finalmente, se agregaron dos
volimenes de agua destilada fria y la mezcla se incub6 a 4 °C, durante toda la noche, para la
cristalizacion del pigmento. El precipitado coloreado, obtenido por centrifugacion, se identifico
por espectrometria de masas (DI-EI-MS) y mediante espectroscopia de RMN como se describid

anteriormente (Seccion 5.1.6).

5.2.5 Cultivos celulares

Se establecieron cultivos de la linea derivada de cancer de cuello uterino HeLa en el medio
minimo esencial (MEM, Minimum Essential Medium, Gibco # 11095080, Gaithersburg,
Maryland, USA), suplementado con L-glutamina 1 mM, penicilina—streptomicina 1% p/v y
10% v/v de SFB (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Alemania). Los cultivos se mantuvieron
en atmosfera con CO, al 5% v/v, a 37 °C. Las células HeLa se obtuvieron de la Asociacion

Banco Argentino de Células (ABAC; http://www.abac.org.ar/).

5.2.5 Actividad antiproliferativa y quimio-sensibilizadora del pigmento en linea de cancer de
cuello uterino HelLa

Para la determinacion de la actividad antiproliferativa, se realizo el ensayo de reduccion de la
RZ explicado anteriormente y el ensayo de sulforodamina B (SRB), donde las células son
fijadas y luego la SRB tifie las proteinas presentes (Pérez et al., 2019). Para esto, se establecio el

cultivo de la linea celular HeLa (derivada de cancer cervical) por siembra en placas de 96
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pocillos, colocando 5000 células por 100 pL. de medio MEM al 10 % v/v de SFB, se colocaron a
37 °C y 5% vl/v de CO,. Se evaluaron diferentes concentraciones de violaceina (75-1400 nM)
durante 24 h. Para determinar el efecto quimo-sensibilizador de la violaceina, se evaluo el efecto
del agregado de diferentes concentraciones de violaceina en presencia de CDDP 10 uM. Se

utiliz6 DMSO como control del vehiculo.

En el ensayo de RZ, luego de 20 h de incubacion se retiré el medio de cultivo y se colocaron
100 pL de RZ 0,025 mg/mL preparada en PBS. La fluorescencia se midié utilizando una
longitud de onda de excitacion de 530-560 nm y de emisién a 590 nm, utilizando un
espectrofluorimetro (Varioskan). Por otro lado en el ensayo de SRB, las células se lavaron con
PBS a temperatura ambiente, se fijaron durante la noche con 200 pL de acido acético al 1% en
metanol a - 20°C. Luego, la solucion se desecho y la placa se secé a 37 °C durante 1 h. Se
afiadieron 100 pL de una solucién de 0,057 % p/v de SRB en acido acético al 1% a cada pocillo
y se incubd a 37 °C durante 1 h. Después de este paso, la solucion se desechd y la placa se lavo
rapidamente tres veces mediante la adicién de 200 pl de &cido acético al 1% v/v en agua
purificada MilliQ y se secé durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, se afiadieron 100 pL de 10 M de
Tris-NaOH, pH 10,5, y la placa se agit6 durante 10 minutos en un agitador orbital a temperatura

ambiente. La absorbancia se midi6 a 510 nm en un espectrofluorimetro (Varioskan).

La CI50 de los compuestos se determind como la concentracion que reduce la viabilidad celular
en un 50% en comparacion con el control tratado con DMSO, y se determind mediante anélisis
de regresion lineal. Se realizaron tres experimentos independientes, por triplicado. Se realiz6 la

prueba estadistica de Sidak.

5.2.6 Ensayo de micronucleos

El ensayo de micronlcleos se realizd6 segun Fenech (2007) con modificaciones.
Resumidamente, se sembraron 10° células HelLa en placas de 35 mm y se incubaron en

condiciones de cultivo durante 24 h, luego se trataron con 150 y 300 nM de violaceina, en
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presencia o ausencia de 5 uM de CDDP. Se usé 1% DMSO como control de vehiculo. Luego de
seis horas, se agrego citocalasina B (3 pg/mL) y las células se incubaron a 37 °C y 5% CO, por
18 h. El mismo disefio experimental se realizé en presencia de cafeina 4 mM (Baker # 02-002-
696, EEUU) para estimular la division celular. Luego, las células se colectaron y centrifugaron a
1000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue descartado, y se agregd una solucion hipotonica de
KCI 75 mM a 4 °C, sequido de una pre fijacion con metanol:acido acético (3:1) a 4 °C.
Finalmente, las células se fijaron con 1% de &cido acético en metanol. Se realizaron los
extendidos en portaobjeto, se tifieron con ioduro de propidio (IP, Sigma Aldrich #P4170,
EEUU) y se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (ZEISS, AXIOPLAN I,
Oberkochen, Alemania). Para la determinacion del indice de Division Nuclear (IDN) se
contaron al menos quinientas células por preparado, el IDN = (MN +2BN+3TN+ 4FN))/N;
siendo célula mononucleada, célula binucleada, célula trinucleada, célula tetranucleadas
respectivamente, y N células totales. Para la frecuencia de micronucleos (FMN = Mi/BN; siendo
Mi el nimero de micro nucleos y BN el nimero de células binucleadas evaluadas) se analizaron
500 células binucleadas en cada portaobjetos segin Fenech (2007). El ensayo se realiz6 en tres
experimentos independientes y todos los tratamientos se realizaron por duplicado. Se realiz6 la

estadistica usando One-way ANOVA y test de Tukey.
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5.3 Estrategia experimental para el cumplimiento del tercer objetivo: “Evaluacion de la

actividad antiproliferativa de la violaceina en lineas de cancer de vejiga”

Una vez purificado el pigmento e identificado como violaceina, se estudié el efecto anti-
proliferativo como sensibilizador al CDDP de la violaceina sobre las lineas derivadas de cancer

de vejiga.

5.3.1 Cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares tumorales T24 y 253 J, proporcionadas por la Asociacion

Banco Argentino de Células (ABAC; http://www.abac.org.ar/), las cuales se cultivaron segun lo

descrito en la seccién 5.1.3.

La actividad antiproliferativa y sensibilizadora se determin6 usando el método de reduccién de
RZ como se describié anteriormente (seccion 5.1.4) evaluando las concentraciones de
violaceina 75 -1400 nM, en presencia o ausencia de CDDP 10 uM. Ademas se estudio el efecto
del CDDP a diferentes concentraciones (2,5-80 uM) y el CDDP en combinacion con 150 nM de

violaceina.

5.3.2 Ensayo de micronucleos

Se realiz6 el ensayo de microntcleos en las lineas T24 y 253 J segun lo descrito anteriormente.
Se evaluaron las concentraciones 150 y 300 nM en presencia 0 ausencia de 10 uM de CDDP.
Para estimular la division celular se agregé cafeina 4 mM. Se us6 como control de vehiculo

DMSO al 1% v/v. Se realiz la estadistica usando One-way ANOVA y test de Tukey.

5.4.3 Ensayo Cometa

Para determinar el dafio primario en el ADN se evalud el ensayo de electroforesis de célula
Gnica en condiciones alcalinas (ensayo Cometa). Resumidamente, se sembraron 10° células T24
0 253 J en placas de 35 mm de deiametro en las condiciones de cultivo previamente descritas

(seccion 5.1.1) por 24 h. Luego, los cultivos se trataron con violaceina 300 y 500 nM, en
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presencia o ausencia de CDDP 10 uM por 24 h. Se us6 DMSO 1% como control negativo.
Como control positivo las células se expusieron a 100 uM de perdxido de hidrogeno (H,0,).
Las células se incubaron por 3 h a 37 °C y 5% CO,. Luego las células se tripsinizaron y
centrifugaron por 5 min a 1200 rpm y el pellet celular se suspendié en 40 uL de PBS. Se
prepararon los portaobjetos mezclando 20 pL de la solucion de células con 80 UL de agarosa de
bajo punto de fusion (0,5%). Se colocd un cubreobjetos y se dejo solidificar a 4 °C por 10 min.
Luego se retir6 el cubreobjeto y se lisaron las células en una solucion tampdn de lisis a 4 °C (pH
10, NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100 mM, Tris-HCI 10 mM, and Triton X-100 1%) por 1 h, a 4 °C.
Los preparados se colocaron en una cuba de electroforesis horizontal y se cubrieron con una
solucion alcalina de electroforesis a pH 13 (NaOH 300mM y NaEDTA 1 mM). Los preparados
se dejaron en esta solucidn durante 15 min para permitir la separacion de las hebras de ADN.
Luego, se realiz6 la corrida electroforética a 0,7 V/cm (300 mA) por 15 min a 4 °C.
Inmediatamente, los preparados se lavaron con una solucién de neutralizaciéon pH 7,5 (0,4 mM
Tris—HCI) por 5 min a temperatura ambiente. Finalmente los preparados se tifieron con 50 pL
de IP (10 pg/mL). Las muestras se analizaron utilizando el programa Comet Imager
(MetaSystems, AltluBheim, Alemania). Se contaron al menos 50 nucleos por preparado (dos
preparados por tratamiento o control). Se realizaron tres experimentos independientes. El dafio
se cuantifico como el momento de cola de Olive (Olive Tail Moment), el cual representa la
extension del dafio en el ADN en una célula individual (el producto de la fraccion de ADN
migrado y la distancia en la media de la cabeza y la cola del cometa) (Olive and Banath, 2006).

Se realizo la estadistica usando One-way ANOVA y test de Tukey.

5.3.4 Estudio del ciclo celular

Para determinar el efecto de la violaceina en el ciclo celular se sembraron 1 x 10° células en
placas de 10 cm de didmetro en condiciones de cultivo durante 24 h. Luego se colocaron 300 y
500 nM de violaceina en presencia o ausencia de CDDP 10 uM por 24 h. Luego del tratamiento

las células se colectaron y fijaron en etanol 70% a -20 °C por al menos 30 min. Posteriormente,
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las células se centrifugaron, resuspendieron en PBS y trataron con 50 pug/mL de ARNasa.
Finalmente se tifieron con 50 pg/mL de IP y se analizaron en un citdmetro de flujo y
clasificador celular MoFlo Astrios EQ (Beckman Coulter, EE UU), usando un laser azul (488
nm) y una boquilla de 100 um (operando a 25 psi). La calibracion del citometro y su control de
calidad diario fue realizada con microesferas fluorescentes 3.0 um Ultra Rainbow Fluorescent
Particles (Spherotech, EE UU). La sefial de dispersion frontal (Forward Scatter, FSC) fue
detectada en FSC1 colocando méscara P1 delante del detector. Los datos del fotomultiplicador
de FSC1 con méascara P1 y los de dispersion lateral (Side Scatter, SSC) se obtuvieron en escala
lineal. Para el analisis de ciclo celular, la fluorescencia emitida por el IP se detecté usando un
filtro de banda 620/29 con amplificacién lineal. Los dobletes se excluyeron usando graficos de
620/29-Area versus 620/29-Ancho empleando el software Kaluza (Beckman Coulter, EE UU).
Se colocaron marcadores en los histogramas de contenido de ADN (620/29-A), identificando
los porcentajes relativos de células con contenido de ADN en G1, S, G2/M y Sub-G1. Para

mayor detalle del analisis de datos ver Anexo I.

5.3.5 Estudio de la apoptosis

Para realizar el estudio de la inducciéon de apoptosis se utilizdé el kit de Anexina V (BD
Biosciences). Se sembraron 5 x 10° células en placas de 60 mm y se colocaron en condiciones
de cultivo. Luego de 24 h, las células se trataron con 150, 300 y 500 nM violaceina, en
presencia o ausencia de CDDP 10 puM, por 24 h, se utiliz6 2,5 uM de Camptotecina (CPT)
como control positivo. Las células se cosecharon, lavaron dos veces con PBS frio y se
resuspendieron en solucién de unién (0,01 M Hepes (pH 7,4), 0,14 M NaCl, 2,5 mM CaCl,) a
una concentracion aproximada de 1x10° células/mL. Posteriormente la suspension celular se
tifid con 5 pL de Anexina V- FITC y 10 pg/mL de IP a temperatura ambiente por 15 min en la
oscuridad. Las células se analizaron inmediatamente. El analisis se realizd en un citometro de
flujo y clasificador celular Mo Flo Astrios EQ (Beckman Coulter, USA). La sefial de FITC se

detect6 con filtro 513/26 y la sefial del IP con filtro 710/45. Ambos detectores se operaron con
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escala logaritmica (4 décadas). Luego de excluidos los dobletes en un gréafico de FSC1 P1-Area
y FSC1 P1-Width, se realiz6 un anélisis por cuadrante para obtener los porcentajes relativos de
células normales (IP y FITC negativas), células necréticas (IP positivas, FITC negativas),
células apoptoticas tempranas (IP negativas y FITC positivas) y células apoptdticas tardias (IP
positivas y FITC positivas. Los datos citométricos se adquirieron y analizaron con el programa
Summit version 6.3.1 (Beckman Coulter, EE UU). Para mayor detalle del analisis de datos ver

Anexo I.

5.3.6 Ensayo de cierre de herida

Para evaluar la inhibicion de la migracion celular, se realizé el ensayo de herida (Ravi et al.,
2015). Se sembraron 5x10°células por pocillo en placa de 6 pocillos, se mantuvieron por 24 h en
condiciones de cultivo como se menciond anteriormente. Con el cultivo confluente, se realiz6
una herida con un tip de 200 uL generando una herida en el cultivo. Se limpiaron los restos con
PBS y se colocaron 300 y 500 nM de violaceina en medio completo, empleando 1% de DMSO
en medio completo como control. Se tomaron cuatro imagenes por réplica a tiempos 0y 24 h en
un microscopio de contraste de fases. Se midid el area de la herida en cada una de las fotos
realizando la medicion del area con el programa Image J. Se calcul6 el porcentaje de cobertura

del &rea como:

% de herida = (At,- Atg)/ At, x 100, siendo At, el area de la herida a tiempo 0 y At;el area de la

herida a tiempo final.

5.3.7 Evaluacién de la viabilidad en cultivos independientes de sustrato (esferoides
multicelulares)

Para determinar el efecto de la violaceina sobre crecimientos tridimensionales independientes de
sustrato, se realizé el ensayo de esferoides evaluados mediante la reduccion de RZ (lvanov et
al., 2014). Se trataron inicialmente placas de 96 pocillos con 50 pL de agarosa 1,5 %. Una vez

solidificada la agarosa, se sembraron 30x10°% células de T24 y 253 J por pocillo en 200 pL de
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medio completo y se colocaron en condiciones de cultivo durante cuatro dias. Al cuarto dia
cuidadosamente se retiraron 100 pL de sobrenadante y se colocaron las distintas
concentraciones de violaceina a evaluar (75-1400 nM), empleando DMSO como control de
vehiculo. Los tratamientos se dejaron en condiciones de cultivo durante 20 h. A las 20 h, se
quitaron 100 pL de sobrenadante y se colocd una solucion de RZ durante 4 h en condiciones de
cultivo. La reduccion de RZ se cuantifico en espectrofluorimetro (Varioskan), segun lo descrito

anteriormente.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO |

6.1 Busqueda de compuestos anti-proliferativos partiendo de extractos metandlicos de
pigmentos producidos por bacterias antarticas

En el primer capitulo se evaludé la posible actividad anti-proliferativa de los extractos
alcohdlicos enriquecidos en pigmentos de bacterias antérticas en una linea derivada de cancer de
vejiga. Luego se procedio a purificar e identificar sus compuestos activos mediante la estrategia

de busqueda bioguiada.

6.1.1 Obtencion de los extractos alcoholicos de bacterias antarticas enriquecidos en pigmentos

Luego de la extraccion de los pigmentos utilizando metanol (Tabla 4), se encontré que el
procedimiento permitia la extraccion de todos los pigmentos, excepto para el pigmento

producido por el aislamiento Sphingomonas sp. UV12.
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Tabla 4. Extractos metandlicos de bacterias antarticas. Se detallan los rendimientos obtenidos.

Pellet Extracto peso % de
ID Genero Color
bacteriano (g) seco (mg) rendimiento
uvi Janthinobacterium Crema 1,66 24,6 1,48
uv9 Sphingomonas Naranja 1,32 89,3 6,76
uv1l Hymenobacter Rojo 16,25 19,9 0,12
uviz Sphingomonas Amarillo 2,63 29,5*% 1,12
Janthinobacterium o
uv13 Violeta 8,32 27,6 0,33
Duganela

uvis No identificada Amarillo 13,76 31,2 2,26

* No se logro extraer el pigmento. % de rendimiento = (masa extracto peso seco/masa pellet bacteriano)

x 100.

6.1.2 Espectros de absorcion UV- visible de los EMs

En la Figura 4 se muestran los espectros de absorcién de los EMs enriquecidos en pigmentos de

las bacterias antarticas estudiadas, donde se observan los méximos de absorcidn para cada caso.

Los mismos fueron de 450 nm, 475 nm, 575 nm y 435 nm para los EM de los pigmentos

extraidos de los aislamientos UV9, UV11, UV13y UV15, respectivamente. Los espectros de los

EMs UV1y UV 12 no presentaron color y no mostraron picos de absorcion en el espectro

visible. La informacién obtenida de este ensayo permitié definir a que longitud de onda se

puede realizar un seguimiento de la produccidn de los pigmentos.
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Figura 4. Colores de los pigmentos y espectros de absorcion de los EMs. a) Imagen de los EMs de los

pigmentos, segln se observa en placa de 96 pocillos. Los espectros de absorcion de los EMs de b) UV1y

e) UV12 no presentan sefiales en el visible. Los espectros de absorcion de los siguientes EMs y presentan

picos de absorcion en el visible: ¢) UV9 naranja, Max = 450 nm; d) UV11 rojo, Max = 480 nm; f) UV13

violeta, Max = 575 nm; g) UV15 amarillo limon, Max 435 nm y 465 nm.
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6.1.3 Actividad antiproliferativa de los EMs

Una vez obtenidos los extractos, se evalu6 su actividad antiproliferativa en la linea T24,
empleando el ensayo MTT. En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos luego de
analizar la actividad antiproliferativa de los diferentes EMs, a diferentes concentraciones. Los
resultados sugieren que solamente el EMUV13 mostraria actividad antiproliferativa cuando se
lo utiliz6 a una concentraciéon de 50 pug/mL reduciendo a un 46,7 % la viabilidad respecto al

control con DMSO.

g J i

E 1909 ] el = '[ ]_ ; W DMSO
E LmE 3 uvi
%g 0 U
 50- Em Uv11
8 3 Uv12
2 e UV13
§ 0- \ o T 1 i T ] ) ] =

Q K3 % K
pg/mL

Figura 5. Actividad antiproliferativa de los EMs por 24 h en la linea T24, evaluados mediante MTT. Los
resultados se muestran como la media mas el desvio estdndar en grupos de barras dependiendo de la
concentracion del EM ensayada, de tres experimentos independientes. Cada color de barra sefiala un
tratamiento diferente. Los resultados se trataron en forma estadistica mediante el test one way ANOVA 'y

el test de multicomparacion de Tukey. *** indica p< 0,001 respecto al control de DMSO.

Ademas, se evalud el posible efecto sensibilizador de los extractos en concentracién final CDDP
a 15 uM. Los resultados (Figura 6) sugieren que el EMUV13 seria el Gnico extracto pigmentado
que produjo una reduccion significativamente del nimero de células viables relativo al CDDP.
A partir de estos resultados, se decidié continuar el trabajo con la purificacién e identificacion

del o los principios activos del EMUV13.
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Figura 6. Estudio de la combinacion de los EMs combinados con CDDP 15 puM. Los resultados
se muestran como la media mas el desvio estandar en grupos de barras dependiendo de la
concentracién del EM ensayada. Se realizé tratamiento estadistico mediante el test one way
ANOVA vy el test de multicomparacion de Tukey. *** indica p< 0,001 respecto al control de

DMSO

6.1.4 Purificacion de la fraccion activa presente en EMUV13

Una vez definido el EM con el cual se continuaria el trabajo, se procedi6é a su purificacién
mediante fraccionamiento bioguiado. En la Figura 7 se observa la apariencia de los eluidos
cuando se realiza una purificacién utilizando silica gel como matriz, y utilizando distintas
mezclas de hexano (Hex) y acetato de etilo (AcOEt) como fase movil, partiendo del menos
polar como el Hex puro al AcOEt mezclado con 10 % de MeOH. Los resultados anteriores
sugieren que el mejor solvente para la purificacion del pigmento violeta activo seria el AcOEt y
la mezcla de AcOEt con MeOH 10%. Cuando se utilizé esta mezcla, se observé que se
solubilizan particulas del pigmento que habian precipitado en la columna, sugiriendo que el
agregado de metanol a la solucion de elucién aumenta el rendimiento de obtencién del pigmento

purificado.
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Figura 7. Purificacion del pigmento en columna de silica. a) Columna de silica cargada con EMUV13. b)
Eluciones de la columna con distintas mezclas de hexano (Hex) y acetato de etilo AcOEt). 1Hex: 2) 5%
AcOEt en Hex; 3) 20% AcOEt en Hex; 4) 40% AcOEt en Hex; 5) 60% AcOEt en Hex; 6) AcOEty 7)

10% MeOH en AcOEt.

Una vez obtenidas las diferentes fracciones de elucion se procedié a evaluar la actividad
antiproliferativa en T24 de las fracciones, a modo de identificar la o las responsables de la
actividad del extracto. Para ello se estudid el efecto de las fracciones frente a la linea tumoral
derivada de cancer de vejiga T24, por el método de reduccion de la RZ. En la Figura 8 solo se
muestran los resultados obtenidos utilizando la fraccion del pigmento purificando con acetato de
etilo (FAE) como solvente, pues fue la Unica que presentd actividad antiproliferativa en las
condiciones ensayadas a una concentracion de 10 pug/mL; es de destacar que el EMUV13 (sin
purificar) no presentd actividad a esta concentracion. Ademas, se observd un aumento la
concentracion del pigmento en la FAE evidenciada por un aumento en la absorbancia a 575 nm.
Mientras la absorbancia del EM 1mg/mL fue 0,07 U Abs (unidades de absorbancia), la
absorbancia de la FAE 1 mg/mL fue de 0,34 U Abs. De este modo se observa un aumento de la
actividad antiproliferativa a medida que aumenta la concentracion de del pigmento. Ademas la
FAE increment6 la actividad antiproliferativa del CDDP, sugiriendo que habria un efecto

potenciador de la FAE sobre la actividad antiproliferativa del cisplatino.
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Figura 8. Efecto de la FAE en la linea T24 por 24 h evaluada mediante ensayo de RZ. Se muestran media
y desvio estandar de la actividad de la FAE (violeta) y FAE combinado con CDDP 15 uM (violeta con
gris). En el eje x se indica la concentracién de FAE que se utilizé en cada ensayo. Se observa la actividad
antiproliferativa de la fraccion acetato de etilo y su efecto combinado con el CDDP. Las lineas puntuadas
representan la actividad promedio normalizada respecto al DMSO del EMUV13 a 10 pg/mL (...) ¥

CDDP 15 uM (---). Se realizaron dos ensayos independientes con tres réplicas bioldgicas.

Una vez verificado que la fraccion purificada del pigmento, utilizando acetato de etilo y metanol
como solvente, presentaba actividad antiproliferativa, se procedio a su identificacién quimica.
Para ello, se realizé el estudio de la FAE por espectrometria de masas. El espectro de masas
obtenido (Figura 9) muestra que existe una sefial con m/z de 343, que coincide con la sefial del
pigmento violaceina descrita (Rettori and Duran, 1998), pero también se evidencian otras
sefiales correspondientes a otras moléculas. Con este estudio se verifico la presencia del
pigmento violaceina en el extracto purificado, pero también se encontré que existirian

impurezas, por lo que se continué optimizando los procesos de purificacion.
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Figura 9. Espectro de masas de Is FAE. Se observa una sefial de m/z 343 que coincide con la sefial del

Intensidad
relativa

pigmento violaceina, asi como otras sefiales menos marcadas.

Si bien se observo un aumento en la actividad antiproliferativa de la fraccion FAE respecto al
EM del cual se purifico, asi como un aumento en la concentraciéon del pigmento, la FAE
contenia impurezas, por lo que se procedid a realizar la purificacion de la FAE del EMUV13
por cristalizacion. La FAE (24,3 mg), se suspendi6 en acetona, se filtrd y se la coloc6 con una
corriente de nitrdgeno permitiendo la salida de gases, a medida que se desplazan los gases el
pigmento se agrega formando “cristales” que precipitan. De esta manera se logro recuperar 1
mg del precipitado o fraccion cristalizada (FC) que se disolvié en DMSQO para su analisis

quimico.

Para identificar el pigmento se realiz6 el estudio de RMN de la FC (Figura 10). En ésta se
observé que los espectros de RMN coinciden con las sefiales de caracteristicas de los aromaticos
que corresponden a los protones de violaceina. Ademas, se verificO que no existen sefiales
asignables a otras moléculas. Siguiendo este procedimiento se logr6 poner a punto un método
que permite obtener violaceina en estado de pureza. Sin embargo, la cantidad purificada no fue
suficiente para el desarrollo del resto de las actividades del trabajo. Por este motivo, en el
siguiente capitulo de la tesis se abordaré la optimizacion de la produccién y purificacion del

compuesto.
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Figura 10. Espectro *H-RMN en DMSO-ds de la violaceina a) Ampliacion del espectro *H-RMN del
pigmento de UV13 b) Espectro de un estandar de violaceina publicado por Atalah et al. (2019). Se
identifican sefiales de caracteristicas aromaticos que corresponden a los protones de violaceina Las

sefiales del espectro obtenido son idénticas a las de referencia para el compuesto
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DISCUSION CAPITULO |

De los EMs provenientes de las bacterias antérticas evaluadas, solamente el extracto
proveniente de la bacteria identificada como Oxalobacteraceae cepa UV13 presentd actividad
antiproliferativa y aumento el efecto citotoxico del CDDP en la linea T24 derivada de cancer de
vejiga. El pigmento se purificd e identific6 como violaceina. El pigmento puro mostré también

actividad antiproliferativa y sensibilizante al cisplatino.

La violaceina es un pigmento producido por bacterias de varios géneros, entre ellos
Chromobacterium violaceum, Janthinobacterium lividum, Alteromonas luteo violacea,
Duganella sp. (Duran et al., 2012; Choi, Yoon, et al., 2015). Quimicamente es un bisindol,
producido por la fusién de dos moléculas de triptéfano. Su sintesis esta catalizada por cinco
enzimas de secuencias conservadas entre las bacterianas y que se encuentran formando un

agrupamiento u operén (Hoshino, 2011).

Ha sido demostrado que el pigmento presenta actividad antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral
y antitumoral (Lopes et al., 2009; Durén et al., 2012; Choi, Yoon, et al., 2015). Se observo
actividad antitumoral del pigmento a muy bajas concentraciones (inhibicidn del 50% de células
viables utilizando concentraciones de 1-3 pM) sobre lineas celulares derivadas de melanoma
(Melo et al., 2003), cancer de colon (De Carvalho et al., 2006) y lineas de cancer de mama
(Bromberg et al., 2010; Alshatwi et al., 2016). Asimismo, se report6 que el pigmento sensibiliza
a células derivadas de cancer colorectal tratadas con 5-fluorouracil (Kodach et al., 2006). Es de
destacar que el pigmento no presenta actividad en linfocitos de sangre periférica normales a
concentraciones de hasta 2 UM (Ferreira et al., 2004), ni en tomas orales por ratas Wistar en
dosis de 10 mg kg™ (Durén et al., 2003), o ratones balb/c en dosis de 1 mg kg™ por inyeccion

intra peritoneal diaria durante 35 dias (Bromberg et al., 2010).

En varias lineas celulares derivadas de cancer se ha observado que la violaceina actla
favoreciendo la apoptosis. Sin embargo, el modo por el cual genera apoptosis no esta claro, y

puede que no sea comun en todas las lineas en las cuales presenta actividad antiproliferativa
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(Durén et al., 2012; Choi, Yoon, et al., 2015). Por ejemplo, en lineas derivadas de cancer de
colon, la violaceina presenta efecto anti-proliferativo en las lineas tumorales Caco-2 y HT29, sin
embargo el efecto en Caco-2 estaria dado debido al estrés oxidativo inducido por la violaceina,
siendo un mediador clave de la apoptosis celular, mientras que en las células HT29 no produce
un aumento del estrés oxidativo, lo que sugiere la existencia de mecanismos de accidn
especificos de la violaceina sobre distintos tipos de células (De Carvalho et al., 2006). En la
linea TF1 (eritro leucemia) se observo que la violaceina produce una reprogramacion de las
guinasas, causando un reordenamiento del reticulo endoplasmatico y un colapso del aparato de
Golgi (Queiroz et al., 2012). Se ha propuesto la sobreexpresion de la deacetilasa de histona 6
(HDACS6) como un factor esencial para el fenotipo metastatico en varios tipos de tumores (Liu
et al., 2016), por otro lado se ha demostrado que la violaceina actta como inhibidor de HDAC6

en células de melanoma (Gongalves et al., 2016).

Si bien la violaceina seria un potente anti-proliferativo en células tumorales, no hemos
encontrado reportes de actividad antiproliferativa en lineas de cancer de vejiga. Tampoco
encontramos reportes del uso de la misma sensibilizando células de otros tipos de céncer al

CDDP.

Basados en los resultados obtenidos en esta tesis, la informacion recabada en las referencias
bibliogréaficas, y dado el potencial uso biotecnoldgico del compuesto, se resolvié continuar con
los ensayos de bioescalado: optimizacion, purificacion y evaluacion, a modo de lograr obtener
el compuesto bioactivo purificado y en cantidades que permitan continuar el estudio del

pigmento como anti-proliferativo y justifiquen su produccién a nivel industrial.

CAPITULO I

6.2 Optimizacion de la produccion y purificacion de la violaceina. Escalado

Con el fin de incrementar la produccion del pigmento, se buscaron factores que aumenten su
produccion; luego se lo purificé e identificé nuevamente el compuesto activo. Finalmente, con
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el fin de validar la actividad antiproliferativa y evaluar la actividad sensibilizadora al CDDP, se
empled como modelo a la linea celular derivada de cancer de cuello uterino denominada HelLa

en la cual la violaceina es activa (Leal et al., 2015) .

6.2.1 Produccion de pigmento en diferentes condiciones de crecimiento

Se ha demostrado previamente que una variedad de factores fisicos y quimicos afectan la
produccion de violaceina y que estas condiciones son especificas de la cepa que lo producen
(Choi, Yoon, et al., 2015). Por lo tanto, nuestro préximo objetivo fue mejorar el rendimiento de
la produccion de violaceina del cultivo bacteriano UV13, ensayando el efecto a diferentes

temperaturas y con la adicién de una variedad de posibles inductores quimicos.

Primero se evalué el efecto de la temperatura en la produccién de biomasa y violaceina a 20, 25
y 30 °C. Se observé que los mayores rendimientos en la de produccion de biomasa y violaceina
se alcanzaron a 20 °C (Figura 11). No se detect6 la produccion de violaceina a 30 °C y la
produccion de biomasa fue escasa, lo que sugiere que UV13 es un microbio psicrotolerante, mas
que psicréfilo de acuerdo a la clasificacion clasica de Morita (1975). Es posible que el
aislamiento UV13 crezca y aumente el rendimiento de la produccién de violaceina a
temperaturas inferiores a 20 °C, pero debido al elevado costo energético del enfriamiento a nivel
industrial, decidimos enfocar los estudios de produccién a 20 °C. Esta temperatura conciliaria la
produccion de violaceina con un alto rendimiento y el abaratamiento de los costos de
produccién del pigmento, pensando en una posible aplicacién a nivel industrial. Una relacién
similar entre la produccion de violaceina y la temperatura de crecimiento ya se habia descrito

para una cepa de Janthinobacterium lividum, aislada de un glaciar (Lu et al., 2009).
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Figura 11. Efecto de la temperatura en la produccion de biomasa y pigmento. Las barras negras y grises
muestran (media y desvio estandar) las estimaciones de biomasa (Abs 660 nm) y la produccion del
pigmento (Abs 575 nm), respectivamente (ejes y). En el eje x se muestra las distintas temperaturas en las
que las células UV13 se cultivaron en 3 g/L de digesto triptico de soja (TSB), 200 rpm, durante 48 h.
Cada tratamiento se realizé con tres réplicas bioldgicas y tres réplicas metodoldgicas. **** indica p<

0,0001 para ese punto respecto al resto de temperaturas evaluadas mediante el Test de Tukey.

Una vez seleccionada la temperatura de crecimiento, a 20 °C, se determind el rendimiento de la
produccién de biomasa y violaceina modificando la concentracién del medio de cultivo. Para
ello se evaluaron tres concentraciones de TSB, determinando la biomasa y la produccién de
violaceina a las 48 h de cultivo (Figura 12). El aumento en la concentracion de TSB en el medio
resulté en una mayor biomasa (OD a 660 nm). La misma aumentd casi tres veces cuando se
utilizaron 15 y 30 g/L de TSB, respecto a cuando se utiliz6 3 g/L de TSB. Sin embargo, el
aumento en la concentracién de TSB no produjo un aumento en la produccidn de violaceina (no
se detectd produccion ni a 15 g/L ni a 30 g/L TSB), lo que sugiere la relevancia de la
disponibilidad y relacion entre nutrientes en la produccion del pigmento. Se definieron entonces
como condiciones basales de estudio la temperatura a 20 °C y la concentracion de TSB de 3

g/L.
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Figura 12. Efecto de la concentracién de TSB en la produccion de biomasa y violaceina. Las barras
negras y grises muestran (media y desvio estandar) las estimaciones de biomasa (660 nm) y la produccion
del pigmento a (575 nm), respectivamente (ejes y). En el eje x diferentes concentraciones de TSB en que
las células UV13 se cultivaron en durante 48 h, a 20 °C y 200 rpm. Cada tratamiento se realiz6 con tres
réplicas bioldgicas y tres réplicas metodologicas. **** indica p< 0,0001 entre lese punto y las demas

concentraciones de medio de cultivo evaluadas determinado por el Test de Tukey.

Luego de definir las condiciones estandares de crecimiento para la bacteria UV13, se intentd
modificar el medio de cultivo a modo de obtener mayor cantidad del pigmento, agregando
diferentes compuestos quimicos al medio de cultivo; como el triptéfano (Trp), que es el
precursor quimico de la biosintesis de violaceina, asi como el glicerol y la glucosa como fuentes
de carbono previamente reportadas como inductor e inhibidor de la produccién de violaceina,
respectivamente (Pantanella et al., 2007), Tween 80 (una molécula que afecta la permeabilidad
de la membrana produciendo un estrés) y butirato de sodio como inductor de la expresion
génica (Zhu et al., 2014). Se muestra una imagen representativa de un experimento (Figura 13)
y los resultados de la produccién de biomasa y violaceina, asi como el contenido de violaceina

se presentan en la Tabla 5.
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Se observo un aumento de las producciones de biomasa en todas las condiciones ensayadas
excepcion de cuando se agregd Trp, donde no se observd una variacion con respecto al control.
Se evidencié un efecto negativo sobre el contenido de violaceina en las concentraciones
evaluadas de Trp, butirato y Tween 80. Por otro lado, el glicerol y la glucosa tuvieron un efecto
promotor tanto en la produccion de biomasa como en la produccién de violaceina cuando se los
evalud a bajas concentraciones. Por el contrario, a altas concentraciones, el contenido de
violaceina disminuyé cuando se agreg6 glicerol al medio de cultivo presentando un efecto
negativo y, con glucosa fue neutro. A pesar de eso, la produccion de violaceina fue la mas alta
cuando el medio se suplement6 con 3,6 g/L de glucosa, debido al efecto positivo sobre la
biomasa como se menciond anteriormente. Luego, considerando que la glucosa seria el agente
que produciria el mayor aumento en la producciéon de violaceina para la cepa UV13, se

prosiguid estudiando el efecto del agregado de glucosa en un matraz agitado.

) ".
ITade A

18s  Glicerol Glicerol Trp Trp Na But Na But Tween 80 Tw;e: 80 Glucosa Glucosa
1% 5% 1mM 5mM I1mM 5mM 0,1% 05% 18g/L 36g/lL

Figura 13. Imagen representativa del experimento de optimizacion en tubos con distintos medio de

cultivo. Los tubos con agregado de glucosa muestran una mayor produccion de pigmento.
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Tabla 5. Producciones de biomasa y violaceina por UV13, utilizando diferentes posibles inductores de la
produccion de violaceina. La produccion de biomasa y violaceina (media y desvio estandar) se determin6
a 660 y 575 nm, a 20 °C, 200 rpm por 48 h. Se realizaron tres réplicas biologicas en dos experimentos
independientes. Se estudio la varianza mediante test de ANOVA y la diferencia entre tratamientos por test
de Tukey. Los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas frente al medio basal TSB 3
g/L (control), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, **** p< 0,0001. Los # muestra diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento con glucosa de 1,8 g/L y glucosa de 3,6 g/L (# p<

0,05, ## p< 0,01, ### p< 0,001, #### p< 0,0001).

Produccion de Relacion
Biomasa violaceina violaceina/biomasa
(U Abs 575 nm/U Abs
Absorbancia (OD 660 nm) (U Abs 575 nm) 660nm)
Control (TSB 3 g/L) 0,25+ 0,02 0,12+ 0,03 0,48 £ 0,14
1% Glicerol 0,89+0,08 * 0,54+0,21 0,61+0,02
5% Glicerol 096+0,11* 0,31+0,14 0,32+0,24
1mM Trp 0,34 £0,02 0,19+ 0,02 0,56 + 0,08
5mM Trp 0,30 +£0,01 0,17 £ 0,04 0,57 £ 0,08
1 mM Na Butirato 0,38 £ 0,05 0,14+ 0,01 0,37+£0,12
5 mM Na Butirato 0,49 +£0,01 0,13+0,01 0,27 £ 0,07
0,1 % Tween 80 0,44 + 0,05 0,16 + 0,03 0,36 + 0,03
0,5 % Tween 80 1,88 +£0,37 0,19 + 0,05 0,1+0,10
1,8 g/L Glucosa 1,31 £ 0,34 ***=* 1,35+ 0,19 **** 1,03 £ 0,26 ***
3,6 g/L Glucosa 4,41 £ 0,25 **** 1,78 + 0,35 ****# 0,4 + 0,06 ###
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6.2.2 Produccién de pigmento en matraces agitados

Luego de definir a la glucosa como el agente quimico que mostré un mayor aumento en la
produccién de violaceina, realizamos el escalado, pasando de tubos de cultivo a escala de
matraces. Como se presenta en la Figura 14, se estudio la produccion de biomasa y violaceina,
asi como el consumo de glucosa, a las 24, 32, 48 y 56 h de cultivo. Los resultados de la Tabla 6
muestran coémo mientras aumenta la biomasa, se va consumiendo la glucosa, hasta agotarse
completamente a las 48 y 56 h de crecimiento, cuando se agreg6 1,8 y 3,6 g/L del azlcar,
respectivamente. La produccion de violaceina se hizo evidente durante la fase de estacionaria de
crecimiento, coincidiendo con el agotamiento de glucosa. Ademas, se determind que la mayor
relacién entre la produccion del pigmento y de la biomasa se logra cuando UV13 crece en
presencia de 1,8 g/L de glucosa, a las 56 h de crecimiento. La mayor produccién de biomasa y
violaceina se dio con el tratamiento de 3,6 g/L de glucosa a las 56 h. De acuerdo a estos
resultados seleccionamos el medio TSB suplementado con 3,6 g/L de glucosa para continuar
con los ensayos, debido a que si bien la relacion entre la produccion de violaceina y biomasa fue
algo mayor con el agregado de 1,8 g/L del azlcar, con el agregado 3,6 g/L de glucosa al obtener
una mayor cantidad de biomasa obtenemos mayor cantidad neta de violaceina necesaria para los

siguientes objetivos.
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Glucosa g/L TSB b)

Glucosa g/L TSB + 1,8 g/lL
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Biomasa (Abs 660 nm) + 1,8 g/L
Biomasa (Abs 660 nm) 3,6 g/L
violaceina (Abs 575 nm) TSB
violaceina (Abs 575 nm) TSB + 1,8 g/L
violaceina (Abs 575 nm) TSB 3,6 g/L
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Figura 14. Produccidon de violaceina en matraz agitado (50 mL de medio de cultivo en matraz de 250
mL). a) Imagen representativa de un experimento a tiempo final. b) Grafico del monitoreo del curso
temporal de las producciones de biomasa y violaceina cruda (media y desvio estandar). Los experimentos
se realizaron a 20 °C y 200 rpm, usando 3 g/L TSB (control) y 3 g/L TSB suplementado con 1,8 g/L y 3,6
g/L de glucosa. Se representan las siguientes diferencias significativas estudiadas por el método de
multicomparacion de Tukey. El asterisco indican diferencias estadisticamente significativa en la
produccion de violaceina ente los tratamientos 3 g/L TSB suplementado con 1,8 g/L y 3,6 g/L de glucosa,
* p< 0,05. # indica diferencia estadisticamente significativa en el consumo de glucosa entre el cultivo TSB

suplementado con 3,6 g/L de glucosa y los demas tratamientos.

6.2.3 Produccion del pigmento en un biorreactor

Una vez definido el TSB suplementado 3,6 g/L de glucosa como el de mayor rendimiento en
cuanto a la produccién de violaceina, se continué con el proceso de escalado realizando la
produccion del pigmento en un biorreactor de 5 L, con un volumen de trabajo de 1,5 L para

contar con una mayor cantidad del pigmento para su posterior purificacion. Como se muestra en
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la Figura 15, la cepa UV13 cultivada en biorreactor present6 una fase de retraso corta; luego, el
crecimiento de las células y la produccion de violaceina aumentaron con el consumo
concomitante de la glucosa. A las 56 h, la produccién de biomasa y violaceina fue similar a la
obtenida en matraces agitados. Sin embargo, en el cultivo que crecid en el biorreactor, la
glucosa se consumio por completo a las 72 h, lo que permitié una mayor formacion la biomasa
y de produccion de violaceina con una produccion final de 4,33 U Abs, que corresponde a 77
mg/L de violaceina cruda. Luego, el cultivo se detuvo debido a la alta viscosidad del medio de
cultivo, lo que no permitié una mezcla, muestreo y analisis adecuados. El cultivo se reservo para

su purificacion.
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Figura 15. Produccion del pigmento de UV13 en un biorreactor agitado de 5 L. a) Imagen del bioreactor a
tiempo final. b) Grafico del escalado en bioreactor en funcién del tiempo (h): produccion de biomasa (o)
medida como unidades de absorbancia a 660 nm; consumo de glucosa (0) determinada como g/L por
HPLC,; y produccion de violaceina (A ) medida como unidades de absorbancia at 575 nm. Los simbolos

representan la media y el desvio estandar. Se realizaron dos experimentos independientes.

6.2.4 Purificacion de la violaceina

Al aumentar el volumen de trabajo fue necesario ajustar el proceso de purificacion para poder
realizarlo a mayor escala como se detalld en la seccion Materiales y Métodos. El cultivo
obtenido del biorreactor se extrajo con butanol, aprovechando que el butanol no es miscible en

agua y por lo que se generan dos fases, una fase butandlica y una fase acuosa. Al separar y secar
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la fase butandlica se obtuvieron un total de 2,92 g del extracto butandlico (extracto crudo).
Luego, usando un procedimiento econdémico y sencillo de extraccion con solventes y
precipitacion se purificd el pigmento. En el hexano y diclorometano se extraen las moléculas
hidrofébicas. Posteriormente, se suspendié en metanol caliente y al agregar agua fria la
violaceina (que no es soluble en agua) se agregd y precipitd. De esta forma se obtuvieron 141,5
mg del pigmento violeta puro (rendimiento de purificacién del 4,8 % de violaceina pura/extracto
butandlico crudo). La validacién de la pureza de la violaceina se realiz6 mediante RMN como
se detall6 en la seccidn 6.1.4 (Figura 10), donde se confirmé la identidad del pigmento. Esto

altimo se verificé ademéas por HPLC-UV; actividad que realiz6 el Dr. Danilo Davyt.
6.2.5 Actividad antiproliferativa y sensibilizadora al cisplatino de la violaceina en células HelLa

Una vez obtenida la violaceina en un elevado grado de pureza, se procedié a evaluar su posible
actividad antiproliferativa y sensibilizadora al cisplatino en la linea celular derivada de cancer
de cuello uterino denominada HelLa, utilizando el método de RZ. Los resultados (Figura 16)
muestran que la concentracion inhibitoria media maxima (CI50) para la violaceina fue de 0,42
UM y para el CDDP de 17,6 uM. Por otro lado, la CI50 para la violaceina disminuy6 cuando
ademas se agregé CDDP a una concentracion de 5 uM (CI50 = 0,22 uM). Del mismo modo, la
CI50 para CDDP se redujo hasta 8,34 uM cuando se combin6 con 0,15 uM de violaceina. Vale
la pena mencionar que ni 5 uM de CDDP, ni 0,15 uM de violaceina produjeron ningun efecto
anti-proliferativo significativo cuando se los utilizé en forma independiente. Por lo tanto, la
violaceina pura produciria un efecto anti-proliferativo y sensibilizador al CDDP en las células
Hela, sugiriendo que seria el pigmento y no otro constituyente del EM el responsable de la

actividad.
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Figura 16. Efecto anti-proliferativo y sensibilizador al cisplatino en células HelLa evaluadas por el método
RZ. Se muestran valores de media y desvio estdndar normalizados respecto al control de DMSO de tres
experimentos independientes de diferentes concentraciones de: a) violaceina (e) y violaceina con el
agregado de 5 UM CDDP (o), la linea puntuada representa la viabilidad celular de 5 uM CDDP; b)
CDDP (m), CDDP combinado con 0,15 uM de violaceina (o), la linea puntuada representa el porcentaje
de la viabilidad celular de 0,15 pM de violaceina. El tratamiento se realizé por 24 h en condiciones de

cultivo. Los **** muestran diferencias significativas entre tratamientos por el test de Sidak (p< 0,0001).

6.2.6 Genotoxicidad

Analizamos el efecto genotoxico de la violaceina en las células HelLa a través del recuento de
los micronicleos en células binucleadas. En la Figura 17 a se observa el valor de indice de
division nuclear (IDN) para los diferentes tratamientos. Este indice tiende a uno cuando la
mayoria de las células son mononucleadas y tiende a dos cuando la mayoria de las células son
binucleadas, alcanzando un ciclo de mitosis. En las células tratadas con violaceina, o tratadas
con violaceina y CDDP, se observé una reduccién del IDN, indicando un efecto de freno del
ciclo celular. Probablemente debido al efecto anti-proliferativo de la violaceina no se obtuvieron
suficientes células binucleadas por tratamiento, lo que no permitié evaluar la frecuencia de
microndcleos (FMN) para los tratamientos combinados o a la concentracion 300 nM de
violaceina (concentracion sub C150%). Igualmente, en los tratamientos en los que se alcanzo el

namero suficientes de células binucleadas se observo que la violaceina a una concentracion de
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150 nM no evidencia un aumento de la FMN respecto al control, mientras que en el caso del

CDDP obtuvimos una FMN de 0,14 (Figura 17 b).
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Figura 17. Ensayo de microntcleos en células Hela tratadas con violaceina o violaceina + CDDP. Se
representan los resultados de la media y desvio estdndar de tres experimentos independientes de a) indice
de division nuclear (IDN) y b) frecuencia de micronicleos FMN. Se estudié la diferencia estadistica
mediante el test de Tukey * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001, **** P< 0,0001 significancia estadistica
con respecto al control (DMSO). Significancia estadistica respecto a CDDP 5 uM (####P< 0,0001, ###

P<0,001). El tratamiento se realizé en 24 h en condiciones de cultivo.

Para intentar evadir el blogueo del ciclo celular en fase G2 cuando las células son expuestas a
un agente toxico, agregamos a los cultivos 4 mM de cafeina (Powell et al., 1995; Bode and
Dong, 2007), permitiendo que las células dafiadas alcancen la division celular y produzcan
células binucleadas, a fin de poder evaluar el posible efecto genotédxico de la violaceina y los
tratamientos combinados. De esta forma analizamos el efecto de diferentes concentraciones de
violaceina y los tratamientos combinados con CDDP (5 uM) en presencia de 4 mM de cafeina
(Figura 18). Los experimentos mostraron que las células HelLa tratadas con violaceina y los
tratamientos combinados de violaceina con CDDP en presencia de cafeina, mostraron una
reduccion del IDN respecto al control, observandose que el efecto citostatico persiste, aunque es

menor que en los tratamientos sin cafeina. Al evaluar el dafio genot6xico evidenciado por la
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frecuencia de microndcleos en células binucleadas (FMN), los tratamientos con violaceina no
evidenciaron un aumento significativo de la FMN respecto al DMSO. El CDDP 5 uM produjo
una FMN de 0,14 siendo significativo respecto al control. Ademas, los tratamientos combinados
de CDDP 5 uM vy violaceina en ambas concentraciones redujeron significativamente la FMN
respecto del CDDP 5 puM. Segun los resultados, la violaceina no presentaria efecto genotoxico
en la linea HeLa y por otro lado a pesar de aumentar el efecto citotéxico del CDDP al

combinarlos, causaria una disminucion del efecto genotdxico del CDDP.
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Figura 18. Ensayo de micronuceos en células HelLa tratadas con violaceina y/o CDDP en presencia de
cafeina (4 mM). Se representan la media y el desvio estdndar de 3 experimentos independientes a)
Evaluacién del IDN; b) Evaluacién de la FMN. * P< 0,5, ** P< 0,01, *** P< 0,001, **** P< 0,0001
significancia estadistica con respecto al control (DMSO). # Significancia estadistica para CDDP 5 uM

(### P< 0,001). El tratamiento se realiz6 por 24 h, en condiciones de cultivo.

La violaceina no produciria efecto genotoxico en la linea HelLa aun en presencia del inhibidor
del freno en G2 cafeina. Ademas, la violaceina disminuiria el efecto genotdxico del cisplatino a

pesar de aumentar su efecto citotdxico.
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DISCUSION CAPITULO Il

Optimizacion de la produccion del extracto y purificacién de la violaceina

En este capitulo se muestran los resultados de la produccion (puesta a punto de las condiciones
de produccion), purificacion e confirmacion de identidad del pigmento violaceina producido por
UV13. En el Capitulo | se habia ya identificado el pigmento como violaceina, pero se decidio
realizar una nueva identificacién del mismo luego de su produccién a mayor escala. Ademas, se
demostr6 que este pigmento podria considerarse como un potencial agente terapéutico durante

el tratamiento del cancer de cuello uterino.

Se analizé el efecto de algunos parametros (temperatura de crecimiento, composicion del medio
de cultivo y la adicion de inductores quimicos potenciales) en el crecimiento bacteriano y el
rendimiento de la produccion de violaceina. EI compromiso entre maximizar la produccién
bacteriana de metabolitos y la produccién de bajo costo es un tema de estudio importante, tanto
en el &mbito académico como industrial, justificando el esfuerzo realizado para maximizar el
rendimiento de la produccion. La baja productividad de los metabolitos puede dar como
resultado un alto costo de fabricacion por unidad del producto llevando muchas veces a la

inviabilidad de su uso.

La cepa UV13, como otras bacterias psicrotolerantes que producen violaceina (Shivaji et al.,
1991; Smith et al., 2016; McClean et al., 1997; Lu et al., 2009; Wang et al., 2009), present6 un
aumento en la produccion de violaceina a medida que se disminuy6 la temperatura de
crecimiento. Este efecto podria deberse al mecanismo de adaptacion al frio que presentan
algunas bacterias de este tipo; al disminuir la temperatura, se rigidizan las membranas celulares
y la forma de fluidificarlas es cambiar la composiciéon de los &cidos grasos de membrana,
pasando a producir acidos grasos de menor largo y mayor nimero de instauraciones; pero
ademas, como forma de fluidificar la membrana se producen pigmentos que se integran a la
membrana (Marizcurrena et al., 2019). Otra posible explicacién es que al ser la violaceina un

metabolito secundario, este se produce al terminar la fase exponencial de crecimiento, siendo
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esto alcanzado a temperaturas menores para bacterias psicrotolerantes. No se evaluaron
temperaturas menores de 20 °C debido a que se considerd poco conveniente desde el punto de
vista comercial, por el alto costo de energia para el enfriamiento, lo que haria mas costosa la

produccion del pigmento en un desarrollo biotecnoldgico comercial.

Por otro lado, cuando se evaluaron las diversas concentraciones del medio de cultivo y los
posibles suplementos agregados al mismo (Tabla 5), los resultados mostraron que creciendo el
microorganismo en TSB a una concentracion de 3 g/L y con el suplemento de glucosa 1,8 g/L
se obtiene el mayor rendimiento de produccion de violaceina. Esto resultado contrasta con los
obtenidos anteriormente para Janthinobacterium lividum DSM1522, donde el agregado de
glucosa al 1% p/v en medio de cultivo actué como inhibidor de la sintesis de violaceina,
mientras que el agregado de glicerol al 1% p/v aumenté su produccion (Pantanella et al., 2007,
Kanelli et al., 2018). Dado que en la bacteria Chromobacterium violaceum, la violaceina es un
metabolito que se produce en condiciones de estrés controlados por mecanismos de quorum
sensing (Liu et al., 2013; Ayé et al., 2015), y que se ha demostrado que agentes como el DMSO
inducen la produccion de violaceina en biofilms (Mart’yanov et al., 2018), se estudio el posible
efecto del Tween 80 como generador de estrés; sin embargo, en este estudio el Tween 80 no
demostr6 aumentar la produccién de violaceina. Por otra parte, el butirato de sodio se ha
estudiado como un modulador de la expresion génica en Streptomyces sp., debido a la accion
sobre proteinas homologas a las deacetilasas de histonas (Zhu et al., 2014); sin embargo, los
resultados obtenidos no muestran un aumento en la produccion de violaceina. Curiosamente, el
agregado de butirato de sodio duplicé la produccion de biomasa, pero no alter6 la produccién de

violaceina, lo que sugiere un efecto represor de este agente.

Considerando que la biosintesis de violaceina requiere oxigeno (Hoshino, 2011), la mejora en la
transferencia de O, en la produccién a mayor escala (matraces y biorreactor) podria modificar la

produccion de la biomasa y el metabolito, pero este es un factor que ain no se ha estudiado.
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Una vez seleccionado el agregado de glucosa como el agente que mas aumento la produccion de
violaceina en tubos, se evalu6 el efecto de la glucosa en escala de matraces. El cultivo con
mayor cantidad de glucosa agregada fue el Gltimo en consumirla completamente, ademas de
haber sido el mayor productor de biomasa y violaceina. Nuevamente, el agregado de glucosa
produjo un aumento de la produccion de biomasa de aproximadamente diez veces comparado
con los cultivos realizados con el medio basal (sin el agregado de algun agente). También, al
comparar la produccion de violaceina para las dos concentraciones de glucosa evidenciamos que
el agregado de 3,6 g/L de glucosa se diferencia significativamente del agregado de 1,8 g/L de
glucosa. De acuerdo a estos resultados seleccionamos el medio TSB suplementado con 3,6 g/L
de glucosa como el que produciria mas violaceina en escala de matraces y la condicion a evaluar

en el siguiente paso de escalado a biorreactor.

Descubrimos que la cepa UV13 produce una gran cantidad de violaceina cuando crece en 3 g/L
de TSB suplementado con glucosa 3,6 g/L, a 20 °C. Obtuvimos 141,5 mg de violaceina pura a
partir de 2,92 g de violaceina cruda (rendimiento de recuperacion del 4,8 %), un rendimiento de
recuperacién mas alto a los publicados por (Montforts et al., 2011; Sasidharan et al., 2015), que
obtuvieron 12,8 mg y 2,9 mg de violaceina pura partiendo de 1,6 g (rendimiento de
recuperacion del 0,8 %) y 2,10 g (rendimiento de recuperacién del 0,14 %) de violaceina cruda,
obtenida de Chromobacterium sp. NIIST y Pseudoalteromonas sp. DMS 13623,
respectivamente. Recientemente, se inform6 la produccion de 1,089 mg de pigmento a partir de
un aislado de lodobacter antartico (rendimiento de 0,01 %) que presentd actividad

antibacteriana (Atalah et al., 2020).

La violaceina ha demostrado tener diversas actividades in vitro, lo cual sugiere su potencial uso
en la industria farmacéutica. A modo de evaluar el efecto del producto purificado, se estudio el
efecto de la violaceina en células derivadas de cancer de cuello uterino. Para validar el posible
uso en células de cancer de cuello uterino, estudiamos las actividades antiproliferativas,

sensibilizadoras al cisplatino y genotoxicas de la violaceina. Para estos experimentos
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seleccionamos las células HelLa dado a que este tipo de tumor es uno de los canceres mas
comunes en mujeres de todo el mundo (Bray et al., 2018) y a que la actividad de la violaceina
en esta linea es conocida (Leal et al., 2015). EI CDDP es un agente quimioterapéutico bien
conocido utilizado para el tratamiento de numerosos canceres humanos. Este medicamento
interfiere con los mecanismos de reparacion del ADN, lo que induce la apoptosis (Dasari and
Bernard Tchounwou, 2014). Se utiliza como tratamiento sistémico para el cancer de cuello
uterino avanzado, persistente o recurrente, pero tiene una alta toxicidad y produce importantes
efectos secundarios y el desarrollo de resistencia al CDDP por parte de las células tumorales

(Cheung-Ong et al., 2013; Zhu et al., 2016).

Los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis mostraron que la violaceina producida por
la cepa UV13 tiene actividad antiproliferativa en las células HeLa con una CI50 de 0,42 uM.
Utilizando el método del azul tripan, otros autores demostraron que la violaceina tiene actividad
antiproliferativa en las células HeLa, con un 60% de viabilidad celular después de exponer las
células a 6 UM de violaceina durante 24 h (Leal et al., 2015). Nuestro resultado parece
prometedor en comparacion con los resultados mostrados por Leal et al.( 2015) pero utilizamos
un método diferente para la determinacion de la viabilidad celular, y probablemente el
coeficiente de purificacion de la violaceina fue diferente, por lo que posiblemente nuestro

pigmento se encuentre en mayor grado de pureza.

Ademas, cuando se analizaron diferentes concentraciones de violaceina en combinacion con
CDDP 5 uM o empleando diferentes concentraciones de CDDP en combinacion con violaceina
0,15 uM (ambas moléculas en concentracion no toxica), observamos que la adicién de
concentraciones sub-toxicas de violaceina y CDDP tiene un efecto aditivo sobre la viabilidad
celular, lo que nos permite sugerir la actividad sensibilizadora de la violaceina al cisplatino en
células HeLa. En el pr6ximo Capitulo se abordara el posible efecto sensibilizador al cisplatino

en lineas de céncer de vejiga.

73



Finalmente, segin nuestros resultados la violaceina no muestra efecto genotdxico per se.
Mientras que el CDDP tuvo un efecto genotdxico sobre células HeLa como era de esperar
(Gebel et al., 1997; Ethiraj et al., 2016), cuando se agreg6 en combinacién con violaceina se
detect6 una reduccion de la genotoxicidad producida por el CDDP evidenciada por la
disminucién en la frecuencia de microndcleos, pero con un aumento del freno en la division
celular evidenciada por el IDN. Ademas, se observd la ausencia de efecto genotdxico por parte
de la violaceina, incluso en presencia de cafeina. En general, las células normales que expresan
p53 de tipo salvaje se detienen en G1, mientras que las células que no expresan P53 o expresan
un P53 mutante se detienen principalmente en G2 (Bode and Dong, 2007). Muchos estudios
sugieren que el aumento de la genotoxicidad de los agentes quimicos estd asociado con la
inhibicion por la cafeina de la actividad del punto de control G2, lo que aceleraria el ciclo

celular a través del punto de control G2/M (Powell et al., 1995).

Los resultados obtenidos evidencian el potencial de la violaceina como agente anticancerigeno o
como adyuvante del CDDP en la terapia contra el cancer de cuello uterino. Ademas, creemos
gue el proceso de produccion y purificacion de la violaceina utilizando el aislamiento antértico
Janthinobacterium sp. UV13, permite obtener un producto (violaceina) que se puede producir
facilmente y a bajo costo, con un alto rendimiento de purificacion, siempre pensando en el
posible uso biotecnolégico o bien para estudios en esta u otras lineas de investigacion que

necesiten una alta demanda de violaceina, como los ensayos in vivo.
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CAPITULO I

6.3 Evaluacion de la actividad antiproliferativa de la violaceina en lineas celulares de cancer
de vejiga

Como se menciono en la introduccién si bien el cancer de vejiga no es el de mayor incidencia
tiene una elevada tasa de recurrencia asociada con una alta mortalidad. Ademas, no esta
demostrado el efecto de la violaceina sobre lineas de céncer de vejiga ni su uso como

sensibilizador al CDDP.

6.3.1 Actividad antiproliferativa y sensibilizadora de la violaceina en células derivadas de
cancer de vejiga expuestas al cisplatino.

Se evaluo la actividad antiproliferativa de la violaceina y su capacidad para sensibilizar a CDDP
en lineas celulares de cancer de vejiga a las 24 h y 48 h. Se observé gue la violaceina tiene un
efecto sobre las lineas derivadas de cancer de vejiga evidenciados por los ensayos de RZ para

las lineas T24 y 253 J (Figuras 19 y 20).
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Figura 19.Efecto anti-proliferativo determinado por el ensayo de RZ en la linea T24. Se representan la
media y desvio estdndar de tres experimentos independientes normalizados respecto al control de DMSO,
a) y b) efecto de la violaceina e y la violaceina combinada con 10 UM de CDDP o a las 24 h'y 48 h,
respectivamente. ¢ y d) efecto del CPPD m y el CDDP combinado con 150 nM de violaceina o a las 24 h
y 48 h, respectivamente. Se indican los valores con significancia estadistica segun el Test de Sidak + P<

0,001y * P<0,0001.
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Figura 20. Efecto anti-proliferativo determinado por el ensayo de RZ en la linea 253 J. Se representan la
media y desvio estdndar de tres experimentos independientes normalizados respecto al control de DMSO:
a) y b) efecto de la violaceina e y la violaceina combinada con 10 uM de CDDP o a las 24 h'y 48 h
respectivamente; ¢ y d) efecto del CPPD m y el CDDP combinado con 150 nM de violaceina o a las 24 h
y 48 h respectivamente. Se indican los valores con significancia estadistica segun el Test de Sidak + P<
0,001y * P<0,0001.

Al calcular la concentracion inhibitoria media (CI50) (Tabla 6), a partir del ensayo de RZ en
células T24, se observo que la violaceina presentaba un CI50 de 515,5 nM, y 228,3 nM en
combinacion con 10 uM de CDDP a las 24 h y de 507,8 nM y 241,8 nM en combinacién con
cisplatino a las 48 h. Cuando se evalué el cisplatino present6 un CI50 de 18,52 uM y 10,92 uM
cuando se combiné con violaceina 150 nM. A las 48 h el CI50 fue de 5,59 uM, reduciéndose a
2,59 uM cuando se combind con violaceina 150 nM. Al evaluar la actividad mediante SRB se
obtuvieron valores algo menores, pero en el mismo orden de magnitud, observandose la misma

tendencia que en RZ.
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Tabla 6. Concentraciones inhibitorias medias de la violaceina y el cisplatino, asi como sus

combinaciones, sobre las células T24.

Violaceina nM CDDP uM
+ CDDP 10 uM +vio 150 nM
RZ 24 h 515,1 228,3 18,5 10,9
RZ 48 h 507,8 241,8 5,6 2,6
SRB 24 h 221 127,3 13,15 6,936
SRB 48 h 203,2 116,8 4,0 2,54

Por otro lado en la linea 253 J (Tabla 7) se muestran los valores de CI50 obtenidos con el

ensayo de RZ. Para la violaceina se obtuvieron valores de CI50 de 432,9 nM mientras que en

combinacion con 10 uM de CDDP el CI50 fue de 290,4 nM a las 24h. A las 48 h se obtuvieron

valores de CI150 380,4 y 211,8 nM para la violaceina y la violaceina combinada con 10 uM de

CDDP, respectivamente. Por otro lado, al evaluar el CDDP y el CDDP combinado con 150 nM

de violaceina obtuvimos valores de CI50 de 62,1y 26,5 uM alas24 hy 12,7y 6,2 uM a las 48

h respectivamente.

Tabla 7. Concentraciones inhibitorias medias de la violaceina y el cisplatino, asi como sus combinaciones

sobre células 253 J.

Violaceina nM CDDP uM
+ CDDP 10 uM +vio 150 nM
RZ 24 h 432,9 290,4 62,1 26,5
RZ 48 h 380,4 211,8 12,7 6,2
SRB 24 h 216,0 127,9 20,0 13,7
SRB 48 h 340,1 137,4 7,2 31
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En ambos casos, obtuvimos un aumento en el efecto de la violaceina o el CDDP cuando se
combinaron a una concentracion no toxica, lo que sugiere un efecto aditivo. Estos resultados
indicarian que la violaceina es un potente anti-proliferativo y que ademas actuaria

sensibilizando a las células tumorales al CDDP.

6.3.2 Estudio del efecto genotoxico de la violaceina

Una vez determinada la potencia de la violaceina se evalud el posible efecto genotéxico a
concentraciones sub CI50 de violaceina y CDDP, asi como el efecto combinado. Como se
observa en la figura 21, en ambas lineas celulares, al utilizar concentraciones sub CI50 como
son 150 0 300 nM de violaceina se observa una reduccion de la division celular, evidenciada por
una disminucién de la frecuencia de las células binucleadas (FBN). Se probd el mismo disefio
experimental para 48 h pero el efecto persiste, por lo que con este disefio experimental no se
logré alcanzar el nimero minimo de células binucleadas para determinar la frecuencia de
microndcleos (FMN) en los tratamientos con 300 nM de violaceina y los tratamientos
combinados con CDDP. En el tratamiento de 150 nM de violaceina no se observa una diferencia
significativa en cuanto a la FMN respecto al control. Por otro lado, la concentracién de 10 uM

CDDP si produce un aumento significativo de la FMN.

Como alternativa para lograr estudiar la formacion de micronucleos, se realizé el ensayo de
microndcleos con el agregado de 4 mM de cafeina. En la linea celular T24 (Figura 21) se
observa que la violaceina no produce un aumento del dafio genético evidenciado por la FMN, en
ninguna de las concentraciones evaluadas en ambas lineas celulares. EI CDDP como era de
esperar produce dafio genotoxico (FMN = 0,28). Es interesante resaltar que cuando se combina
violaceina con cisplatino, si bien aumenta el efecto de freno del ciclo evidenciado por la baja en
la FBN, disminuye significativamente la formacion de microndcleos respecto al cisplatino 10
KM, siendo la FMN 0,19 para 150 nM de violaceina en combinacién con el cisplatino y 0,24

para la concentracion 300 nM de violaceina en combinacidon con el cisplatino.
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Figura 21. Efecto de la violaceina sobre la frecuencia de microntcleos y de células binucleadas para la
linea celular T24. Se representan la media y desvio estandar de tres experimentos independientes. Se
indican los valores con significancia estadistica segun el Test de Tukey con respecto al control (DMSQ) *
P<0.5, ** P< 0,01, *** P< 0,001, **** P< 0,0001 y significancia estadistica respecto CDDP 10 uM (###
P< 0,001 y #### P< 0,0001. c) Imagen representativa de un campo con el objetivo 20X. Se sefialan: CM,

célula mono nucleada; CB, célula bi nucleada, MN micron(cleo en célula binucleada.

Cuando evaluamos el efecto genotdxico de la violaceina y el cisplatino en la linea celular 253J
(Figura 22) observamos un comportamiento similar al descrito en T24 no observandose dafio
genético en los tratamientos con violaceina. Por otro lado, al evaluar el dafio producido por el
cisplatino 10 uM obtuvimos una FMN de 0,36, disminuyendo significativamente cuando se

combina con violaceina 150 y 300 nM.
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Figura 22. Frecuencia de micronucleos y células binucleadas en células 253J tratadas con cisplatino y/o
violaceina. Se representan la media y desvio estandar de tres experimentos independientes Se indican los
valores con significancia estadistica segun el Test de Tukey con respecto al control (DMSO) * P< 0.5, **
P<0,01, *** P< 0,001, **** P< 0,0001 y significancia estadistica respecto CDDP 10 pM (### P< 0,001 y

#it## P< 0,0001.
Estos resultados sugieren que la violaceina tiene un modo de accién no genotéxico y que

ademas actuaria disminuyendo el efecto genotoxico del CDDP a la vez que potenciaria el efecto

citotdxico en células T24 y 253J derivadas de cancer de vejiga.

6.3.3 Estudio del dafio primario inducido por la violaceina mediante Ensayo Cometa

Luego de evaluar el dafio genotéxico y no observar un aumento significativo en la produccién
de microndcleos se estudid el dafio primario en el ADN mediante el ensayo Cometa. Este
ensayo evidencia las roturas en el ADN producidas por agentes quimicos o fisicos. Como se
observa en la Figura 23 en ambas lineas de cancer de vejiga la violaceina no gener6 dafio

primario en el ADN respecto al control. El cisplatino y el H,O, produjeron dafio significativo,
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mientras que cuando la violaceina se combina con el cisplatino se observa una reduccién del
dafio primario. Con estos resultados descartamos a la violaceina como un posible inductor del

dafo primario.

20+ a) 20+ b) *kkok

deok ok

Tail moment Olive
Tail moment Olive

Figura 23. Estudio del efecto de la violaceina y el cisplatino en el dafio primario en el ADN, el H,O, fue
utilizado como control positivo. Se representan la media y desvio estdndar de tres experimentos
independientes. a) Linea celular T24, b) Linea celular 253 J. Se indican los valores con significancia
estadistica segun el Test de Tukey con respecto al control (DMSO) * P< 0.5, ** P< 0,01, *** P<
0,001, **** P< 0,0001 y significancia estadistica respecto CDDP 10 uM (### P< 0,001 y ##i##
P< 0,0001. Iméagenes representativas de tratamientos observados en el Software Comet Image de c)

DMSO, d) violaceina 300 nM y €) 500 nM.
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6.3.4 Estudio del efecto de la violaceina sobre el ciclo celular

Vista la potente actividad antiproliferativa de la violaceina, se estudio el efecto de la violaceina
sobre el ciclo celular mediante citometria de flujo. La violaceina produce en ambas lineas
celulares un aumento de la fase sub G1, fraccion asociada con la muerte celular en ambas
concentraciones evaluadas. En la linea celular T24 (Figura 24) las células tratadas con
violaceina evidenciaron un aumento de la fraccion sub G1. Por otro lado, el CDDP a 10 uM no
produjo un aumento significativo de la fraccion Sub G1, mientras que al combinar CDDP al0

UM con violaceina 300 nM y 500 nM produjeron un aumento en la fraccion sub G1.
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Figura 24. Estudio de la alteracion del ciclo celular en la linea T24. Se representan la media y desvio
estandar de dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino (CDDP) y
ensayos combinados. Se realizo el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia estadistica con

respecto al control (DMSO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al CDDP 10 pM.

En la linea 253 J (Figura 25), la violaceina produjo un aumento significativo de Sub G1. Por
otro lado, al combinar CDDP a 10 uM con las distintas concentraciones de violaceina no

produce un aumento en sub G1 respecto al tratamiento con violaceina a la misma concentracion.
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Figura 251. Estudio de la alteracion del ciclo celular en la linea 253 J. Se representan la media y
desvio estandar de dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino
(CDDP) y ensayos combinados. Se realizé el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia
estadistica con respecto al control (DMSQO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al

CDDP 10 pM.

6.3.5 Estudio de la induccidon de apoptosis por violaceina

Ante el posible efecto pro apoptotico de la violaceina se estudi6 el efecto de la violaceina sobre
la apoptosis empleando el ensayo de Anexina V y evaluacion por citometria de flujo a dos
tiempos 12 h'y 24 h. Como se observa en las Figuras 26 y 27 en ambas lineas celulares T24 y
253 J a las 12 h los uUnicos tratamientos que evidencian una disminucion significativa (P<
0,0001) de las células vivas respecto al DMSO son los tratamientos con violaceina y los co-
tratamientos con violaceina. Por otro lado, tanto los tratamientos como los co-tratamientos
combinados con CDDP aumentan significativamente la muerte celular por via de la apoptosis en
ambas lineas. No existieron diferencias significativas entre los tratamientos con violaceina y los
co-tratamientos de violaceina con CDDP a la misma dosis. Ni el CDPP 10 puM ni la
Camptotecina 2,5 UM presentaron disminucion de las células viables en forma significativas.

Finalmente, la violaceina aumenta la muerte por necrosis respecto al DMSO.
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Figura 26. Estudio de la apoptosis en la linea T24 a las 12 h. Se representan la media y desvio estandar de
dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino (CDDP) y ensayos
combinados, la Campotecina se utiliz6 como control positivo. Las células que presentaron marcacion con
ioduro de propidio (IP) se tomaron como necréticas, las que no presentaron marcacion como vivas, y las
gue presentaron marcacién con Anexina V como apoptoticas (para detalles metodoldgicos ver anexo 1).
Se realizd el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia estadistica con respecto al control

(DMSO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al CDDP 10 pM.
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Figura 27. Estudio de la apoptosis inducida en la linea celular 253 J a las 12 h. Se representan la media y
desvio estandar de dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino (CDDP)
y ensayos combinados, la Campotecina se utilizd6 como control positivo. Las células que presentaron
marcacion con ioduro de propidio (IP) se tomaron como necréticas, las que no presentaron marcacion

como vivas, y las que presentaron marcacion con Anexina V como apoptéticas (para detalles
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metodoldgicos ver anexo 1). Se realizé el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia estadistica

con respecto al control (DMSO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al CDDP 10 pM.

A las 24 h de tratamiento (Figuras 28 y 29), todos los tratamientos presentan una disminucién
significativa de las células vivas. Ademas, se observa un aumento de las células apoptoticas para todas las
concentraciones de violaceina evaluadas en ambas lineas celulares. Por otro lado, tanto el cisplatino como
la Camptotecina (control positivo) presentan un aumento de la apoptosis recién a las 24 h. Cuando se

combinan cisplatino y violaceina se observa un incremento de las células apoptéticas y necroticas.
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Figura 28. Estudio de la apoptosis en la linea celular T24 a las 24 h. Se representan la media y desvio
estandar de dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino (CDDP) y
ensayos combinados, la Campotecina se utilizo como control positivo. Las células que presentaron
marcacion con ioduro de propidio (IP) se tomaron como necréticas, las que no presentaron marcacion
como vivas, y las que presentaron marcacién con Anexina V como apoptéticas (para detalles
metodolégicos ver anexo I). Se realizé el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia estadistica

con respecto al control (DMSO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al CDDP 10 pM.
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Figura 29. Estudio de induccién de células apoptoticas en la linea 253J a las 24 h. Se representan la media
y desvio estandar de dos experimentos independientes, por parte de la violaceina (V), el cisplatino
(CDDP) y ensayos combinados, la Campotecina se utiliz6 como control positivo. Las células que
presentaron marcacién con ioduro de propidio (IP) se tomaron como necrdticas, las que no presentaron
marcacion como vivas, y las que presentaron marcacion con Anexina V como apoptoticas (para detalles
metodologicos ver anexo ). Se realizo el test de Tukey indicando * P< 0,001, significancia estadistica

con respecto al control (DMSO). # P< 0,001 Significancia estadistica respecto al CDDP 10 pM.
De acuerdo a los resultados obtenidos al estudiar la induccion de apoptosis mediante violaceina,

esta molécula parece inducir rapidamente la apoptosis en ambas lineas celulares. Ademas este

efecto pareceria ser mayor en combinacién con el CDDP.

6.3.6 Estudio del efecto de la violaceina sobre el cierre de herida

Dado la importancia del proceso metastésico en la evolucién del proceso tumoral, se estudiaron
los efectos de la violaceina sobre el cierre de herida, que estd relacionado con la migracion
celular durante la formacion de metastasis. La violaceina demostro reducir significativamente el
cierre del area de herida en ambas lineas celulares (Figura 30), el cual se incrementé de manera

proporcional a la dosis empleada.
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Figura 30. Ensayo de inhibicién de cierre de herida de la violaceina en las lineas celulares. Se representa
la media y el desvio estandar de dos experimentos independientes. a) Imagen representativa de la herida a
tiempo Oh en la linea 253J. b) Imagen representativa de la herida a tiempo 24 h en la linea 253J para el
tratamiento control de DMSO. ¢) Imagen representativa de la herida a tiempo 24 h en la linea 253J para el
tratamiento de violaceina 500 nM. d) Porcentaje de cierre de herida para la linea T24 y e) 253 J. Los
resultados se trataron en forma estadistica mediante el test one way ANOVA vy el test de

multicomparacion de Tukey. *** indica p< 0,001 respecto al control de DMSO.

La violaceina parece inhibir la migracion celular, este efecto se observa una proporcional a la

dosis de violaceina empleada.

6.3.6 Estudio del efecto de la violaceina sobre el crecimiento celular independiente de sustrato

Otra caracteristica de las células que presentan un fenotipo metastasico es el crecer de forma
independiente del sustrato. Por ello, se estudio el efecto de la violaceina sobre los esferoides de
las lineas celulares derivadas de cancer de vejiga T24 y 253 J. Como se observa en la Figura 31
la violaceina mostro un efecto sobre ambas lineas celulares, reduciendo la viabilidad medida por

el método de reduccion de la RZ. Es de destacar que este tipo de crecimiento a diferencia del
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cultivo en monocapa, se asemeja mas al crecimiento tumoral, donde existe variabilidad en
cuanto a la disponibilidad de nutrientes, intercambio gaseoso y biodisponibilidad de farmacos

entre otros.
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Figura 31. Efecto de la violaceina sobre esferoides de las lineas T24 y 253 J. Se representa la media y el
desvio estandar de dos experimentos independientes. a) Imagen representativa la linea T24 que forma
esferoides regulares. b) Imagen representativa la linea 253J que forma esferoides irregulares c) T24 y d)
253 J. Los resultados se trataron en forma estadistica mediante el test one way ANOVA vy el test de
multicomparacion de Tukey. * P< 0,5, ** P< 0,01, *** P< (0,001, **** P< 0,0001 indican diferencia

respecto al control de DMSO. La violaceina mostr6 un efecto similar al cultivo en dos dimensiones.

DISCUSION CAPITULO Il

En este capitulo se estudio el efecto de la violaceina en lineas celulares derivadas de cancer de

vejiga y la capacidad de actuar en combinacion con el CDDP para sensibilizar a las lineas
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celulares. La violaceina mostré un efecto anti-proliferativo en ambas lineas celulares obteniendo
valores de CI50 del orden de los 500 nM con el método RZ a las 24 h manteniéndose un efecto
similar a las 48 h. Por otro lado, el CDDP presentd valores de CI50 mayores en la linea 253 J
que en la linea T24 segun lo esperado (Hernandez et al., 2019). El efecto del CDDP aumenta a

las 48 h mientras que el efecto de la violaceina se mantiene en el tiempo (Tabla 8).

La violaceina a una concentracion de 150 nM demostro incrementar el efecto citotoxico del
CDDP, obteniéndose una disminucién en el CI50 a la mitad en ambas lineas celulares (Tabla 8),
logrando una disminucidon de la viabilidad utilizando concentraciones méas bajas de CDDP. Es
de destacar que este efecto es evidente desde las 24 h. Se ha demostrado un efecto sinérgico de
la violaceina con el 5 fluorouracilo (Kodach et al., 2006). Es de destacar que los modos de
accion de estas moléculas son distintos, mientras el 5 fluorouracilo es un analogo de base, el
CDDP actta formando aductos covalentes con el ADN, estructuras aberrantes que impiden el
correcto desarrollo de la sintesis del ADN (Dasari y Bernard Tchounwou, 2014). Al combinar el
CDDRP con la violaceina se produjo una reduccion del CI50 cercana a la mitad y el efecto se

pudo observar a las 24 h.

Si comparamos el efecto sensibilizador de la violaceina con otras moléculas de origen natural,
pareceria ser que la violaceina actlia a concentraciones menores. Por ejemplo, se ha demostrado
gue la curcumina un polifenol derivado de los rizomas de la circuma (Curcuma longa)
sensibiliz6 a células derivadas de cancer de ovario al CDDP a concentraciones de 10 y 20 uM
(allapu et al., 2010), la quercetina un polifenol extraido de varias plantas sensibilizé células
derivadas de cancer de colon a concentraciones de 50 uM (Jin et al., 2016), otro ejemplo es la
crocina un carotenoide aislado del azafran (Crocus Sativus L.) que sensibiliz6 células derivadas
de cancer de cuello uterino al CDDP a concentraciones de 1,5 y 3 mg/mL (Mollaei et al., 2019)
y la cryptotanshinona aislada de Salvia miltiorrhiza Bge que senzibilizé células derivadas de

cancer de ovario al CDDP a concentraciones de 10 uM (Jiang et al., 2017).
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Al evaluar el efecto genotoxico de la violaceina, se observd un freno de la divisién celular que
nos impidio evaluar la frecuencia de microndcleos al no poder alcanzar las 500 células
binucleadas en varios puntos experimentales. En las concentraciones efectivamente evaluadas
llegamos a observar que la violaceina no induce un aumento significativo de la formacién de
micronucleos en ambas lineas celulares. Las células binucleadas son aquellas gue alcanzaron la
mitosis post exposicion al agente y debido a la presencia de citocalacina B no llegan a completar
la citocinesis (Fenech, 2007). De este modo se nota una disminucion de las células que llegan a

dividirse en presencia de violaceina en las dos concentraciones evaluadas.

Para soslayar este efecto se utilizd la cafeina segln se discutié en el capitulo anterior. No se
observo efecto genotdxico de la violaceina, incluso la violaceina demostré reducir el efecto
genotoxico del cisplatino cuando se utiliz6 en combinacién con éste. Probablemente esto se
deba a que cuando el cisplatino produce dafio en el ADN, las células co-tratadas con violaceina

responden rapidamente al dafio induciendo la muerte.

Seguidamente, al evaluar el dafio primario se observé que la violaceina no producia efecto sobre
el ADN incluso a 500 nM. Por otro lado, se reduce el efecto sobre el dafio primario producido

por el cisplatino. En el caso de las muestras co-tratadas no se observa dafio primario.

Se estudié el efecto sobre el ciclo celular de la violaceina evidenciando un aumento de la
fraccion sub G1, lo que sugiere presencia de células que mueren mediante apoptosis. Este tipo
de efecto es consistente con el freno caracteristico del CDDP, dado que el CDDP forma aductos
con el ADN frenando la sintesis (Galluzzi et al., 2012; Dasari and Bernard Tchounwou, 2014).
Las células al reconocer el dafio intentan repararlo y al no poder repararlo, inducen apoptosis,
sin embargo, algunas células logran sobrevivir a este efecto generandose resistencia al farmaco
(Galluzzi et al., 2012; Castedo et al., 2018). Al realizar co-tratamientos de CDDP con
violaceina, se obtiene un efecto similar al tratamiento con violaceina sola, observandose un
aumento aun mayor de la fraccion Sub G1. Esto podria deberse a que cuando se coloca el

cisplatino en combinacion con la violaceina, las células co-tratadas restablecerian la maquinaria
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de muerte celular por lo que las células al detectar el dafio en el ADN producido por el CDDP
rdpidamente responden induciendo apoptosis. Se necesitardn estudios complementarios para

validar esta hipotesis.

La violaceina ha demostrado producir muerte por apoptosis en distintas lineas celulares
derivadas de canceres humanos. Por ejemplo, en lineas celulares derivadas de cancer de colon el
estrés oxidativo inducido por la violaceina es un inductor de la apoptosis celular en Caco-2,
pero no en las células HT29, lo que sugiere la existencia de mecanismos de accidn especificos

de la violaceina para distintos tipos de células (De Carvalho et al., 2006).

Este efecto se demostr6 en ambas lineas celulares derivadas de céncer de vejiga.
Sorprendentemente este efecto se observé a las 12 h. Por otro lado, el cisplatino mostré un
aumento de la apoptosis a las 24 h, y fue mayor en la linea T24 que es mas susceptible al
CDDP. Al realizar en ambas lineas celulares co-tratamientos observamos un predominio del

efecto de la violaceina (apoptosis a tiempo 12 h).

Se evalu6 el efecto de la violaceina en el cierre de herida y en la viabilidad de esferoides,
caracteristicas de las células metastasicas, observando un efecto dosis dependiente en ambas
lineas celulares (Hulkower and Herber, 2011; Liu et al., 2016). Por otro lado, esta descrito que
la violaceina produce en la linea MCF7 (cancer de mama) una inhibicién de las
metaloproteinasas de matriz, fundamentales en el proceso de metastasis (Platt et al., 2014).
Existen estudios que asocian la sobreexpresion de la deacetilasa de histona 6 (HDAC6) como un
factor esencial para el fenotipo metastatico en varios tipos de cancer (Liu et al., 2016). En tal
sentido, ha sido observado una sobreexpresién de HDACS6 en lineas metastasicas derivadas de
cancer de vejiga (Zuo et al., 2012). Asimismo, ha sido demostrado que el pigmento violaceina
actia como inhibidor de HDAC6 en células de melanoma (Goncalves et al., 2016). Los
resultados de la reduccion de la migracion e inhibicién de la viabilidad en esferoides, nos

permiten plantear el estudio de a la violaceina como un potencial agente antimetastasico en
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cancer de vejiga. Se necesitaran estudios mas extensos para validar esta actividad y su posible

uso.
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7 DISCUSION GENERAL

La Antértida es un continente poco explorado, caracterizado por sus condiciones ambientales
extremas para el humano y otras formas de vida. Nuestra hipétesis planted que al ser un
continente poco explorado y con un ambiente hostil y Unico, las bacterias podrian producir
moléculas novedosas y que ademas podrian presentar actividad antitumoral en lineas celulares

de cancer de vejiga y cancer de cuello uterino.

En este estudio se evaluaron los extractos metanolicos provenientes de los pellets celulares de
seis bacterias antarticas, de las cuales s6lo una resultd activa frente a lineas celulares de cancer
de vejiga. La molécula responsable de la actividad resulté ser la violaceina, una molécula
conocida y producida por varios microorganismos, como se menciond en la discusion del
CAPITULO . La violaceina ha demostrado tener distintas actividades in vitro, lo que permite
plantearlo como una molécula de potencial interés farmacéutico. Encontrar nuevas fuentes de

violaceina y aumentar su produccion resulta de interés biotecnolégico.

Diferentes investigadores han utilizado dos estrategias para aumentar los rendimientos de
produccion de violaceina: aumentar la produccion de biomasa de las bacterias nativas
modificando las condiciones del medio de cultivo (Choi, Kim, et al., 2015; Kanelli et al., 2018).
En este trabajo, se optd por la optimizacion del medio de cultivo, dado a que el pigmento se
produce como respuesta al estrés (por ejemplo, disminuyendo la temperatura de crecimiento).
De esta forma se logré un rendimiento aceptable que permitié y permitira ahondar en el estudio

de la violaceina.

Durante la realizacion del CAPITULO I, se logr6 optimizar la produccion y purificacion de la
violaceina, a bajo costo y alta pureza. Podemos definir que el costo de produccion de un
bioproducto en dos partes, aguas arriba y aguas abajo: la parte aguas arriba contiene sustratos,
incluidos los pretratamientos de sustrato, la energia del proceso, incluida la esterilizacion,
agitacion, aireacion, enfriamiento y calentamiento. Por otro lado, la parte aguas abajo requiere

equipo y energia para separar las bacterias de su medio de crecimiento, extraer y purificar
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productos intracelulares o extracelulares. Cualquier intento de reducir el consumo de energia es
beneficioso para la reduccién de los costos de produccion (Chen and Jiang, 2018). Asumiendo
estos costos se realizd un estimativo (ver anexo Il), donde podemos estimar el costo de
miligramo de violaceina UV13 en US$ 18,62. Es de destacar que el costo del miligramo de
violaceina (con un grado de pureza > 85%), seglin se encuentra en la pagina web de la empresa
Sigma es de UsS 415,72 (Sigma EEUU, # V9389,

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/v9389?lang=en&region=UY), por lo que

el costo de producir un mg de violaceina de la bacteria UV13, en condiciones optimizadas seria
22,33 veces mas econdmico. Seran necesarios estudios de costos a mayor escala para poder

proyectar a nuestro pigmento como un producto con alto potencial comercial.

Otra alternativa para aumentar la produccién de violaceina, es la produccion heteréloga en otros
microorganismos como son Escherichia coli (Fang et al., 2015; Rupa et al., 2018) , Vibrio
natriegens (Ellis et al., 2019) o Saccharomyces cerevisiae (Chuang et al., 2018). Si bien la
expresion heter6loga ha resultado exitosa, implica el conocimiento del genoma del
microorganismo productor, lo cual excedia al alcance de esta tesis. Por lo tanto, De igual modo
creemos que la busqueda (secuenciacion del genoma de UV13) y la expresion heterdloga del
operon VioABCDE, el cual codifica para la produccion de las cinco enzimas de la via de

produccién de la violaceina es una opcion atractiva a futuro que debe ser explorada.

En el CAPITULO IIlI, se estudié el efecto de la violaceina y se comprobd el efecto
sensibilizador al cisplatino en lineas derivadas de cancer de vejiga. Como se mencioné en la
Introduccién, el cisplatino es el farmaco de referencia, pero presenta el inconveniente de tener
efectos secundarios adversos y generar resistencias. Se observo que el efecto de la violaceina en
lineas derivadas de cancer de vejiga el efecto no se debe a la genotoxicidad. Ademas se
comprobd que la violaceina induce la apoptosis incluso a las 12 h de su aplicacién. Finalmente
se dio un primer paso en la evaluacion del efecto de la violaceina in vitro sobre caracteristicas

tipicas de las células metastasiscas como el crecimiento independiente de sustrato o la
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inhibicién de la migracion. Se necesitara un abordaje méas extenso para validar y caracterizar

este efecto.

Obtener la violaceina en alta cantidad permitio el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
en colaboracidn con otros grupos de trabajo, estudiando su posible uso para otras aplicaciones
biomédicas. Como ejemplo, en colaboracion con el grupo de la Dra. Silvia Olivera, se evalué la
violaceina como posible farmaco en células modelo de la esclerosis lateral amiotrofica,
demostrando que la violaceina posee actividad antiproliferativa en los astrocitos aberrantes
(AbAs) a dosis menores que las que afectan la funcionalidad y sobrevida de astrocitos normales
y de células de glioma de rata, lo que permitiria un abordaje selectivo dirigido hacia los AbAs
(Otero, 2019). Como resultado de esta colaboracién se encuentra en proceso de elaboracion un

manuscrito.

La violaceina ha demostrado ser un pigmento con maltiples posibles actividades farmacoldgicas
y biotecnoldgicas, para lo cual es importante contar con cantidades que permitan estudios en
modelos animales y nuevos abordajes como ser la sintesis a partir de la violaceina o analogos de

violaceina, asi como el estudio de los blancos moleculares.
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8 CONCLUSIONES

En la presente tesis se puso a punto la produccion y purificacion de un compuesto con
propiedades antiproliferativas en lineas celulares derivadas de tumores. Este compuesto se
identificé como violaceina. El pigmento present6 capacidad citotoxica, permitiendo sensibilizar
células tumorales (derivadas de cancer de vejiga y de cancer de cuello uterino), a dosis menores
de cisplatino. Finalmente se comprobd que el mecanismo de accidn de la violaceina no se debe
a la induccion de dafio genotoxico, sino a traves de muerte celular cuyo mecanismo molecular

se desconoce.
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9 PERSPECTIVAS

Identificar la bacteria. Para ello se planteara la secuenciacion del microorganismo. Esto a su vez

planteara nuevas posibilidades de optimizacién mediante procesos del tipo mutagénesis dirigida.

Continuar con la optimizacion de los procesos de produccion y purificaciéon de la violaceina. Si

bien en el presente trabajo se realiz6 una aproximacion, es posible un abordaje méas profundo

gue permitan producir mas cantidad de violaceina en estado de pureza

Estudio en células normales. Aunque la violaceina ha demostrado no tener efecto en células

normales como fue mencionado en la discusion del Capitulo I. Es necesario evaluar la

combinacion de la violaceina y el cisplatino en células normales.

Estudio del modo de accién de la violaceina y target celular. Si bien como se expuso

anteriormente, se sabe que en varias lineas celulares derivadas de cancer actua favoreciendo la
apoptosis, el modo por el cual genera apoptosis no se conoce adn, y puede que no sea el mismo
en todas las lineas en las cuales presenta actividad antiproliferativa (Durén et al., 2012; Choi,
Yoon, et al., 2015). Ademas, no se hallé en la bliografia informacién sobre el target molecular
de la violaceina. Descubrir el target molecular nos permitira aproximarnos a las vias
moleculares implicadas, mejorar mediante disefio la afinidad hacia el blanco molecular,
disminuir las posibles toxicidades inespecificas, mejorando, de ser necesario, sus propiedades

fisicas (como la lipofilicidad, solubilidad, vida media, etc).

Estudio del efecto antimetastasico. Es necesario avanzar en el conocimiento del proceso y en la

posible utilizacion de la violaceina como antimetastasico. Para ello, el primer paso es estudiar el

efecto de la violaceina sobre las metaloproteinasas de matriz.

Estudios in vivo. El cultivo celular es una buena estrategia para la evaluacion de compuestos

antitumorales, sin embargo dado que muchos compuestos antitumorales presentan propiedades
in vitro que no se reproducen en un organismo complejo es necesario plantear la evaluacion de

la violaceina en un modelo de cancer de vejiga animal.
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Anexo 1 Tesis Doctorado en Biotecnologia Diego Alem

Analisis de Ciclo Celular

El estudio se realizd en un citémetro de flujo y clasificador celular Mo Flo Astrios EQ
(Beckman Coulter) del Servicio de Citometria de Flujo del IIBCE. Inicialmente se intentd
utilizar el software Kaluza (Beckman Coulter), pero debido a que los perfiles de ciclo celular se
encontraban muy alterados con los diferentes tratamientos, el analisis se realiz6 de la siguiente
manera:
1) Se capturaron mas de 10000 eventos en la region donde se encontraban nuestras células
(R1).
2) Se excluyeron los dobletes en el grafico 620/29 Width vs 620/29 Area para cada
muestra de células tefiidas con ioduro de propidio, identificando una regién A como se
observa en la figura a continuacion para la muestra 1 (control negativo) y la muestra 3

(tratamiento con 300 nM de violaceina) (Figura 1).
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Figura 1. Exclusion de dobletes en el grafico 620/29 Width vs 620/29 Area.
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3) Luego se analizo esa region A en el histograma para ioduro de propidio en 620/29 Area
y se colocaron los marcadores Sub-G1, G1, S y G2/M tratando de mantener la

referencia del control (Figura 2).
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Figura 2 Histograma para ioduro de propidio en 620/29 Area
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Andlisis de apoptosis empleando un kit de Anexina V

El estudio de induccién de apoptosis se realizé en un citébmetro de flujo y clasificador celular

Mo Flo Astrios EQ (Beckman Coulter) del Servicio de Citometria de Flujo del I1IBCE.

1-

Se capturaron mas de 10000 eventos para cada regién donde se encontraban nuestras
celulas (R1).

Inicialmente, las poblaciones fueron determinadas empleando el grafico FSC vs SSC
(Figura 3 a). Posteriormente, se realizd un gréfico FSC1-Area vs FSC|-Width para
excluir dobletes (Figura 3 b). En los graficos a continuacion se presenta el analisis
realizado con la muestra 1 (control negativo) y la muestra 3 (tratamiento con 300 nM de

violaceina). A la derecha de la region 1 se encuentran los dobletes.
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Figura 3 a) Identificacion de las poblaciones celulares empleando el grafico de FSC vs SSC -1y b)

exclusion de acimulos celulares empleando el grafico FSC-Area vs FCS-Width, para la muestra de T24

tratada con DMSO 1 y violaceina 300 nM 3.

116



3- Luego se realizd un andlisis por cuadrante para analizar los porcentajes relativos de la
comparacion de ambos parametros. Los datos citométricos se adquirieron y analizaron
con el programa Summit (version 6.3.1 de Beckman Coulter). La sefial de FITC se
detectd con el filtro 513/26 y la sefal del IP con el filtro 710/45. Ambos detectores
operaron en escala logaritmica (4 décadas). Gréaficos IP vs FITC para las muestras 1y 3
se presentan a continuacion con sus respectivos recuentos para cada cuadrante: 4= doble
negativo, células viables; 2= positivo para IP, células necroticas; 5= positivo para FITC,
células apoptoticas tempranas y 3= doble positivo (IP+FITC), células apoptoticas
tardias (Figura 4). Se obviaron los controles tefiidas solo con IP o con FITC o no
tefiidas, debido a la separacién de los filtros empleados en los detectores 513/26 vy
710/45 por lo que las fluorescencias de los fluor6foros no se superponen como se
observa en el “Fluorescence SpectraViewer” de ThermoFisher Scientific de la Figura 5.
Sin embargo, teniendo en cuenta el fendmeno de autofluorescencia hubiera sido
deseable realizar el anélisis inicialmente con muestras controles tefiidos solo con IP o
con FITC o no tefiidos, de modo de poder obtener una adecuada compensacion para

cada uno de ellos.
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Anexina V vs IP 02-08-19_1 (G1: R1)
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Figura 4. Analisis de poblaciones marcadas con anexina y ioduro de propidio para la muestra 1 (DMSO)

y 3 (violaceina 300 nM).
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Figura 5. “Fluorescence SpectraViewer” de ThermoFisher Scientific.
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Anexo 2 Tesis Doctorado en Biotecnologia Diego Alem

Calculo de costo de produccion de violaceina, a partir de un aislamiento antéartico UV13 al

16/05/2020.

Es necesario recordar que en esta tesis se trabajé en un primer abordaje del proceso de
optimizacién de los procesos de produccién y purificacion de violaceina a partir de la cepa
UV13 con fines de obtener la cantidad suficiente de violaceina para su estudio en lineas
celulares derivadas de canceres humanos, por lo que ambos procesos pueden ser aln mas
optimizados. Ademas es necesario destacar que otros estudios econémicos son necesarios, COmo
por ejemplo cual seria el objetivo minimo que el mercado puede precisar o absorber. Igualmente
a modo de ejemplificar se calculara el costo aproximado de produccion de un miligramo de
violaceina con el proceso actual asumiendo que se realizard una produccién en fermentador

semanal.

Podemos definir que el costo de produccién de un bioproducto se divide en dos partes: la parte
aguas arriba contiene sustratos, incluidos los pretratamientos de sustrato, la energia del proceso,
incluida la esterilizacion, agitacion, aireacion, enfriamiento y calentamiento. Por otro lado, la
parte aguas abajo requiere equipo y energia para separar las bacterias de su medio de
crecimiento, extraer y purificar productos intracelulares o extracelulares. Cualquier intento de
reducir el consumo de energia es beneficioso para la reduccién de los costos de produccion

(Chen & Jiang, 2018).

Se estudié una aproximacion econémica del costo de producir un mg de violaceina de UV13 en
Uruguay. Para hacer este analisis se realizaron los siguientes supuestos: (1) Se alquilara un local
de 450 m?, que se readecuara. La planta tendréa una vida operativa de 10 afios, todos los procesos
se basaran en operaciones por lotes y la planta funcionara durante 8 h/dia, cinco dias a la
semana o 260 dias/afio. (2) Se realizara una fermentacién semanal de 1,5 L como se describi6 en

la tesis y se utilizarian las 52 semanas del afio, utilizando el rendimiento de 141,5 mg de
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violaceina pura por fermentador, obtendriamos 7,3 g de violaceina pura por afio (73 g en el ciclo
operativo). (3) Se compraran los equipamientos necesarios: autoclave, cabina de flujo
horizontal, balanza de laboratorio, incubadora orbital refrigerada, espectrofotémetro,
fermentador, rotavapor. La pureza del producto serd validada en un laboratorio externo por
HPLC. (4) Los reactivos se calcularon de acuerdo al protocolo inicial, se comprarian en exceso
(al menos 1,5 veces) ante cualquier imprevisto. (5) Se contrataran dos operarios calificados que
trabajaran en la produccion y purificacion de la bacteria UV13 y un administrativo (3 sueldos
equivalente grado 2 UdelaR 40 h). (6) por conceptos de servicios (electricidad, agua, internet y
otros) se calculara un ficto de US$ 5000 mensual, US$ 60000 anual, USS 600000. (7) Se
destinara un 20% del proyecto para imprevistos y mantenimiento. (8) El dolar de los Estados
Unidos (US$) se tomo a cuarenta y cinco pesos uruguayos ($). Los valores de los inmuebles,

equipamientos, reactivos y productos son correspondientes al dia 15/08/2022.

Se ponen ejemplos obtenidos en internet a modo ilustrativo, se traté de colocar equipamiento
similar al usado en la tesis. Los casos que no se encontraron datos se asigharon costos mayores

Se prioriz0 sitios que mostraran el precio en linea.

Los precios se calcularon obviando las cargas impositivas tanto para los costos de produccion

de violaceina partiendo de UV13, como el costo de adquirirla en la empresa Sigma.
Costo edilicio
Se alquilaria un local de 450 m?

Local 450 m2 https://inmueble.mercadolibre.com.uy/MLU-472041005-excelente-local-450-m2-

deposito-comercio-etc- JM#position=24&type=item&tracking_id=d472a678-c8df-4bae-bfdd-

032b34d75471. Precio $ 45000 mes. US$ 1000. 12 meses US$ =12000. 10 afios US$ 120000.

Ademés se proyecta una partida de U$S 100000 para adecuaciones edilicias (Areas de

laboratorio, oficinas, deposito, bafios).
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Servicios (electricidad, agua, internet, etc)

Se asumird un ficto de US$ 2000 mensuales ($90000).

Equipamientos

Asumiendo que se comprarian equipos similares a los usados en este trabajo.

El costo de wun autoclave similar al wusado en este trabajo en la web

https://www.alibaba.com/product-detail/ZT-AS-V2-Series-35L -

to 62451348798.html?spm=a2700.7735675.normalL.ist.2.72967c427TiHom&bypass=true es de

U$S 2000.

El costo de un cabina de flujo laminar similar al usado en este trabajo en la web

https://www.amazon.com/HEMCQO-93028-Phenolic-Surface-

Universal/dp/B079ZKB1R9/ref=pd_sbs_328_2/144-3625736-

30257687 encoding=UTF8&pd_rd_i=B079ZKB1R9&pd_rd_r=83c4a975-53ef-4134-87cc-

915bad6b5fd1&pd rd w=7cCQQ&pd rd wg=wjYCE&pf rd p=12b8d3e2-e203-4b23-a8bc-

68a7d2806477&pf rd_r=AAHRF1PXRE4FOMNXX49B&psc=1&refRID=AAHRF1PXRE4F0

MNXX49B. US$ = 500

El costo de la incubadora con agitacion (shaker) para matraces, rango de temperatura de 0 a 70

°C. https://www.alphaomega-electronics.com/en/incubadoras/1444-lom-150-series-incubadora-

agitadora-de-laboratorio-refrigerada-0c70c.html. Al no encontrarse en internet el costo de este

equipo se estimara en US$ 10000

El costo de wun fermentador similar al wusado en este trabajo en la web

(https://www.biotechequipmentsales.com/component/virtuemart/fermentor/sartorius-biostat-a-

plus-bioreactor-system-detail) es de US$ 11.000.

122


https://www.alibaba.com/product-detail/ZT-AS-V2-Series-35L-to_62451348798.html?spm=a2700.7735675.normalList.2.72967c427TiHom&bypass=true
https://www.alibaba.com/product-detail/ZT-AS-V2-Series-35L-to_62451348798.html?spm=a2700.7735675.normalList.2.72967c427TiHom&bypass=true
https://www.amazon.com/HEMCO-93028-Phenolic-Surface-Universal/dp/B079ZKB1R9/ref=pd_sbs_328_2/144-3625736-3025768?_encoding=UTF8&pd_rd_i=B079ZKB1R9&pd_rd_r=83c4a975-53ef-4134-87cc-915bad6b5fd1&pd_rd_w=7cCQQ&pd_rd_wg=wjYCE&pf_rd_p=12b8d3e2-e203-4b23-a8bc-68a7d2806477&pf_rd_r=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B&psc=1&refRID=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B
https://www.amazon.com/HEMCO-93028-Phenolic-Surface-Universal/dp/B079ZKB1R9/ref=pd_sbs_328_2/144-3625736-3025768?_encoding=UTF8&pd_rd_i=B079ZKB1R9&pd_rd_r=83c4a975-53ef-4134-87cc-915bad6b5fd1&pd_rd_w=7cCQQ&pd_rd_wg=wjYCE&pf_rd_p=12b8d3e2-e203-4b23-a8bc-68a7d2806477&pf_rd_r=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B&psc=1&refRID=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B
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https://www.amazon.com/HEMCO-93028-Phenolic-Surface-Universal/dp/B079ZKB1R9/ref=pd_sbs_328_2/144-3625736-3025768?_encoding=UTF8&pd_rd_i=B079ZKB1R9&pd_rd_r=83c4a975-53ef-4134-87cc-915bad6b5fd1&pd_rd_w=7cCQQ&pd_rd_wg=wjYCE&pf_rd_p=12b8d3e2-e203-4b23-a8bc-68a7d2806477&pf_rd_r=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B&psc=1&refRID=AAHRF1PXRE4F0MNXX49B
https://www.alphaomega-electronics.com/en/incubadoras/1444-lom-150-series-incubadora-agitadora-de-laboratorio-refrigerada-0c70c.html
https://www.alphaomega-electronics.com/en/incubadoras/1444-lom-150-series-incubadora-agitadora-de-laboratorio-refrigerada-0c70c.html
https://www.biotechequipmentsales.com/component/virtuemart/fermentor/sartorius-biostat-a-plus-bioreactor-system-detail
https://www.biotechequipmentsales.com/component/virtuemart/fermentor/sartorius-biostat-a-plus-bioreactor-system-detail

ElI costo de una centrifuga similar a la utilizada (rotor incluido).

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/ep022628188?lang=en&region=UY &cm

sp=Insite- -caContent prodMerch cooccuranceModel- -prodMerch10-1 US$ 16.100

ElI costo de wun rotavapor similar al wusado en este trabajo en la web

https://us.vwr.com/store/product/18697399/rotavapor-r-300-rotary-evaporator-standalone-buchi

es de US$ 8.000.

El espectrofotometro se estimé en US$ 5000, la balanza de laboratorio en US$ 1000

El costo de los reactivos se calculé por afio (52 semanas), luego se multiplicé por 10 afios.

Reactivos para la produccion

Medio de cultivo TSB Sigma- Aldrich. Se trabaj6é con 3 g/L, 2 L por corrida (asumiendo

precultivo etc). Total 52 semanas = 312 g.

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/22092?lang=en&region=UY

Medio de cultivo TSB Sigma- Aldrich (500g) =US$ 50

D+ glucosa Merck. Se trabajé a 3,6 g/L, 2 L por corrida (asumiendo precultivo etc). Total 52

semanas = 374 g.

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/g7021?lang=en&region=UY.

D+ glucosa Merck 1kg = US$ 65

Reactivos para la purificacién

n-Butanol 200 mL cada 15 L. 52  fermentadores = 104 L.

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/b7906?lang=en&region=UY &qgclid=Cj0

KCOQjwnv71BRCOARISAIkxXWIGHZSRuTSZ7yanWh4a NcxRXNQgBOR85fAmMbplsPNV2X

Y5MDxy sKAaAtAuEALw wcB. Precio 500 mL US$ 56,26. 20 L US$ = 2250,4
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n hexano 100 mL cada 15 L. % 52 fermentadores = 52 L

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/296090?lang=en&region=UY

Precio 6 L US$ 540 x2 = US$ 1080

Diclorometano 100 mL cada 15 L. % 52 fermentadores = 52 L

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/296090?lang=en&region=UY

Precio 8 L US$ 354 x2 = US$ 708

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/270997?lang=en&region=UY

El andlisis de calidad de cada lote se realizara por servicio en laboratorio privado por estudio de

HPLC. Aproximadamente US$ 100 cada anélisis. 52 analisis US$ 5200

Capital humano

Se contrataria: 3 contratos equivalente a grado 2 UdelaR 40 h. $ 61000. US$ 1356. 12 meses

US$ 16272. 3 contratos US$ 48816.

Perfil 1: Bidlogo o Bioquimico o Ingeniero Quimico. Operario de parte produccion y

mantenimiento del laboratorio.

Perfil 2: Quimico farmacéutico. Encargado de la purificacion y control de calidad.

Administrativo.

Imprevistos y mantenimiento

Se reservara un 20% de la inversion anual para imprevistos y mantenimiento

Basados en estos supuestos se calcul6 el precio de un mg de violaceina (Tabla 1), obteniéndose

un presupuesto total anual de US$ 299.122, y un presupuesto a 10 afios de US$ 1.370.142.
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Tabla 1. Célculo del costo de total de produccién de violaceina segun la planta esté operativa uno o diez

afios. US$ 1= $45

Calculo para un afio

Calculo para 10 afios

Equipamiento Us$S $ Uss $
Autoclave 2000 90000 2000 90000
Fermentador 11000 495000 11000 495000
Rotavapor 8000 360000 8000 360000
Centrifuga 12600 567000 12600 567000
Camara de cultivo 500 22500 500 22500
Incubadora 0 a 70 °C 10000 450000 10000 450000
Espectrofluorimetro 5000 225000 5000 225000
Balanza laboratorio 1000 45000 1000 45000
Reactivos
Material de laboratorio 5000 225000 50000 2250000
Medio de cultivo 49,13 2210,85 491,3 22108,5
Glucosa 65 2925 650 29250
n-butanol 2250,4 101268 22504 1012680
Hexano 1080 48600 10800 486000
Diclorometano 708 31860 7080 318600
Analisis HPLC 5200 234000 52000 2340000
Edilicia
Alquiler local 12000 540000 120000 5400000
Adecuacion edilicia 100000 4500000 100000 4500000
Luz y agua 24000 1080000 240000 10800000
Capital humano
3 contratos grado 2 UdelaR 48816 2196720 488160 21967200
Subtotal 249268,53 11217083,9 | 1141785,3 | 51380338,5
Imprevistos 20% 49853,71 2243416,77 228357,06 | 10276067,7
Total 299122 13460501 1370142 61656406

Al calcular la cantidad de vioalceina producida segun el esperado calculado con la optimizacion

actual (141,5 mg/ fermentador). En la Tabla 2 observamos los valores que anualmente se

recuperarian 7,4 gramos de violaceina alta pureza'y 74 g en 10 afios.
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Tabla 2. Valores de produccion de violaceina esperados segun los parametros actuales

Violaceina obtenida mg
1 corrida 1415
52 fermentadores (un afio) 7358
g
En g un afio 7,4
En g 10 afios 74

Finalmente en la Tabla 3 se calcula el precio de un mg de violaceina segun se produzca por un
afio o diez. Es razonable pensar que una produccion de este tipo sea pensada en un tiempo de
diez afios. Ademas se observa el costo de un mg de violaceina producida por la empresa Sigma.

Tabla 3. Precio del miligramo de violaceina estimada de este estudio en US$ y $, precio de violaceina al

precio de venta de Sigma.

uss$ $
Precio por mg un afio 40,65 1829,37
Precio por mg 10 afios 18,62 837,95
Precio Sigma 415,72 18707,4

Al hacer la comparativa resulta que el costo estimado de la violaceina en el presente trabajo
(Tabla 4), se observa que la violaceina de UV13 con estos parametros de optimizacion resultaria
10,42 veces menor al de la violaceina comercial vendida por la empresa si se produce durante

un afio, y seria 22,76 veces menor si se produce por 10 afios.

Tabla 4. Relacidn de costo entre violaceina UV13 y precio ofrecido por Sigma

violaceina Sigma/violaceina UV13 calculada

Tiempo de produccion 1 afo 10 afios
Coeficiente 10,23 22,33

Es de destacar que el costo podria ser probablemente ain menor si el proyecto se instalase en

un Polo Tecnol6gico donde se alquilan laboratorios o areas de trabajo. A modo de ejemplo
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Parque Cientifico Tecnoldgico de Pando alquila laboratorios para la instalacién de empresas con

base tecnolégica e instituciones de 1+D. http://www.pctp.org.uy/es/proyecto-urbanistico. No

existen datos en la pagina web del alquiler pero estimamos que serd menor al costo de alquiler
de un local y refacciones. El costo de los reactivos y productos se estimaron segun la oferta del

proveedor, este seria otro punto a optimizar de acuerdo a las posibilidades logisticas.
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