Universidad Nacional Autonoma de México

Instituto de Neurobiologia

Analisis del mecanismo del efecto inhibitorio de las vasoinhibinas
sobre la proliferacion endotelial inducida por la bradicinina:
implicacion del 6xido nitrico

Tesis

Que para obtener el grado de
Maestro en Ciencias (Neurobiologia)

Presenta

Q.F.B. David Arredondo Zamarripa

Directora de Tesis
Dra. Ma. del Carmen Clapp Jiménez
Dra. Stéphanie Thebault

Campus Juriquilla, Querétaro Mayo 2010




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Autonoma de México
Instituto de Neurobiologia

Los miembros del Comité Tutoral certificamos que la tesis elaborada por: David Arredondo
Zamarripa, cuyo titulo es: “Analisis del mecanismo del efecto inhibitorio de las vasoinhibinas
sobre la proliferacion endotelial inducida por la bradicinina: implicacion del 6xido nitrico” se
presenta como uno de los requisitos para obtener el grado de Maestria en Ciencias
(Neurobiologia) y cumple con los criterios de originalidad y calidad requeridos por la Division de
Estudios de Posgrado de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Presidente

Dr. Manuel B. Aguilar Ramirez

Secretario

Dra. Stéphanie Thebault

Vocal

Dr. José Vazquez Prado

Suplente
Dr. Gerardo Rojas Piloni

Suplente

Dr. Francisco G. Vazquez Cuevas

Aprobado por el Comité Académico

Dra. Teresa Morales Guzman
Coordinadora del Programa
Maestria en Ciencias (Neurobiologia)

il



Este trabajo se realizd en el Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), bajo la direccion de

la Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez y de la Dra. Stéphanie Thebault.

il



Resumen

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos derivados de la prolactina, capaces de
reducir la vasopermeabilidad retiniana asociada a la diabetes y antagonizar el efecto
vasorelajante de la bradicidina (BK), hormona que se ha encontrado sobreactivada en el vitreo de
pacientes con retinopatia diabética proliferativa. Se sabe también que la BK promueve la
proliferacion endotelial. El objetivo de este trabajo fue analizar los mecanismos a través de los
cuales las vasoinhibinas pueden bloquear el aumento de la proliferacion celular inducida por la
BK, en cultivos de células endoteliales de la vena umbilical de bovino (BUVEC).

Las vasoinhibinas inhiben la activacion de la fosfolipasa C, la produccién de inositol
trifosfato (IP3), y la liberacion de Ca®" del reticulo endoplasmico inducidas por la BK. Las
vasoinhibinas también interfieren en la actividad de la sintetasa endotelial de oxido nitrico
(eNOS) dependiente de la BK, al impedir su fosforilacion en el residuo de serina 1179,
inhibiendo la produccion de 6xido nitrico (NO). La inhibicién de la produccion de NO puede
mediar el efecto anti-proliferativo de las vasoinhibinas dado que donadores de NO, como el DET-
ANONOato, previenen el efecto inhibidor de las vasoinhibinas sobre la proliferacion endotelial
inducida por la BK. Nuestros datos sugieren la siguiente cascada de sefalizacion intracelular: las
vasoinhibinas bloquean el efecto de la BK sobre la activacion de la fosfolipasa C, la liberacion
del Ca®™ intracelular mediada por el IP3 y la fosforilacién de la eNOS, y por lo tanto, le impiden a

la BK el estimular la proliferacion endotelial.
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Summary

Vasoinhibins are a family of prolactin derived peptides that reduce excessive retinal
vasopermeability associated with diabetes. Vasoinhibins antagonize the vasorelaxing effect of
bradykinin (BK), a factor found to be overactivated in vitreous of patients with proliferative
diabetic retinopathy. As BK also promotes endothelial cell proliferation, we here study how
vasoinhibins could block BK-induced increase of bovine umbilical vein endothelial cell
(BUVEC) proliferation.

Vasoinhibins inhibit BK-induced activation of phospholipase C, inositol triphosphate
(IP3) production, and Ca®" release from endoplasmic reticulum. Vasoinhibins also inactivate
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in presence of BK preventing its phosphorylation at
Ser1179. Inhibition of eNOS activity may mediate the anti-angiogenic action of vasoinhibins,
since the NO donor DET-ANONOate prevents vasoinhibins from blocking BK-induced
proliferation of BUVEC. Our data support the subsequent intracellular signaling pathway:
vasoinhibins prevent BK-induced phospholipase C activation, IPs-mediated intracellular Ca**

store release, eNOS activity, and thereby, BUVEC proliferation.
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1. Introduccion

Las vasoinhibinas (Vi) son una familia de péptidos formados a partir de la
proteolisis de la hormona prolactina (PRL), por enzimas como la catepsina D y varias
metaloproteasas (Clapp et al., 2006). La importancia fisiologica de las Vi radica en sus
propiedades antiangiogénicas, es decir previenen la formacion de nuevos vasos sanguineos
a partir de vasos preexistentes, proceso conocido como angiogénesis. La angiogénesis es
esencial durante el desarrollo fetal y ocurre de manera muy restringida en el adulto durante
el ciclo reproductivo de la mujer y la reparacion de tejidos. Sin embargo, la falta de
regulacion de dicho proceso contribuye al desarrollo de distintas enfermedades como el
cancer, la artritis reumatoide (Gupta and Zhang, 2005; Clapp et al., 2006) y las retinopatias
vasoproliferativas como son la retinopatia del prematuro, la degeneracion macular asociada
con la edad y la retinopatia diabética (Campochiaro, 2000). Actualmente la fotocoagulacion
con laser y la vitrectomia son los tratamientos mdas efectivos contra las retinopatias
vasoproliferativas; sin embargo, estas terapias por si mismas pueden generar pérdida de la
agudeza y del campo visual (Bloomgarden, 2007; Gardner and Antonetti, 2007). Se han
propuesto otras estrategias dirigidas contra factores que promueven la angiogénesis, como
la inyeccion intravitreal de anticuerpos monoclonales en contra del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Simo et al., 2002). Es en este sentido, que el uso de factores
endogenos capaces de inhibir la angiogénesis ocular se presenta como una opcidén
promisoria para el tratamiento de las retinopatias vasoproliferativas.

En pacientes con retinopatia diabética, ademds de encontrar un incremento en la
concentracion intravitreal del VEGF, recientemente se observdo un incremento de la
concentracion intravitreal de la bradicinina (BK) (Gao et al., 2007). Tanto el VEGF como
la BK promueven la vasopermeabilidad y la proliferacion de células endoteliales, eventos
que pueden ser regulados a través de la produccion de 6xido nitrico (NO) por la enzima
sintetasa endotelial de NO (eNOS). Las Vi inhiben la proliferacion de células endoteliales y
la produccion de NO inducido por VEGF, al promover la desfosforilacion de la eNOS
(Clapp et al., 2009). Asimismo, resultados preliminares del laboratorio muestran que las Vi
bloquean la proliferaciéon de células endoteliales inducida por BK. No obstante, no se
conocen los mecanismos intracelulares por los cuales se genera este efecto. Por lo tanto, en

este proyecto nos plantemos analizar los mecanismos celulares por los cuales las Vi inhiben



la proliferacion endotelial inducida por BK, enfocdndonos en la regulacion de la
produccion de NO por la eNOS.

A continuaciéon se revisardn aspectos generales sobre la angiogénesis y su
regulacion por factores pro- y antiangiogénicos tanto en un contexto fisiolégico como en la
retinopatia diabética. Nos enfocamos particularmente en el VEGF, la BK y las Vi

También, se revisara la participacion del NO como regulador de la angiogénesis.

2. Antecedentes
2.1. La angiogénesis

Los vasos sanguineos son responsables del aporte de oxigeno y nutrientes a los
diferentes organos y tejidos; asi mismo, juegan un papel fundamental durante el desarrollo
embrionario modulando la morfogénesis de los o6rganos (Carmeliet, 2005). En el embrion
se distinguen dos procesos por los cuales se genera el crecimiento de los vasos sanguineos;
el primero de ellos es a partir de células mesodermales o precursores de células
endoteliales, que migran a zonas avasculares formando una red primitiva de vasos
sanguineos, proceso denominado vasculogénesis (Risau, 1997). Posteriormente se presenta
el proceso de angiogénesis, en el cual a partir de vasos sanguineos preexistentes se generan
nuevos brotes vasculares que se ramifican en brotes mas pequenos. Estos brotes forman
nuevos tubulos de células endoteliales para dar finalmente lugar a una compleja red
vascular (Jain, 2003). Cabe mencionar brevemente las diferentes etapas de la angiogénesis
(Figura 1): se inicia por desestabilizacion de los vasos sanguineos caracterizada por un
incremento de su permeabilidad y vasodilatacion. Posteriormente, las células endoteliales
migran y proliferan formando nuevos brotes vasculares, los cuales avanzan a través de la
matriz extracelular hasta encontrarse con otros brotes y fusionarse a través de vacuolas,
para formar tubulos de células endoteliales (Kamei et al., 2006). Finalmente, estos nuevos
vasos sanguineos se estabilizan al ser recubiertos por pericitos en el caso de la
microvasculatura o por células de musculo liso para la macrovasculatura,
proporcionandoles estabilidad y capacidad de constriccién/dilatacion. En este punto el
nuevo vaso sanguineo se vuelve funcional y se restablece el flujo sanguineo (Kamei et al.,

2006).
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Figura 1. Ilustracion de las etapas necesarias para el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos: desestabilizacion de los capilares, generacion de brotes vasculares,

ramificacion y estabilizacion (modificado de Clapp et al. 2009).

2.1.1 Regulacidn en condiciones fisiologicas

En el adulto la formacion de vasos sanguineos se lleva a cabo principalmente por el
proceso angiogénico. Dicho proceso es muy limitado y estrictamente regulado por el
balance entre factores estimuladores e inhibidores, conocidos como factores pro- y
antiangiogénicos respectivamente.

La angiogénesis en el adulto ocurre durante el ciclo reproductivo de la mujer y la
reparacion de tejidos, y este proceso se inicia tras un incremento de los factores
proangiogénicos. El incremento en la expresion de factores proangiogénicos se genera en
respuesta a distintos estimulos: en el caso del ciclo ovérico, el incremento de las hormonas
sexuales esteroides, estrogenos y progesterona, promueve la expresion de factores
proangiogénicos como el VEGF (Losordo and Isner, 2001). Durante el embarazo, el utero y
la placenta secretan hormonas, como la hormona coriénica humana y el lactdogeno
placentario, y factores proangiogénicos, como el VEGF que contribuyen a la formacion de

nuevos vasos sanguineos (Zygmunt et al., 2003; Clapp et al., 2009). Por otra parte, cuando



existe una agresion a los tejidos se presenta una reaccion inflamatoria; los macréfagos
reclutados secretan una gran cantidad de citocinas y factores de crecimiento, como el factor
transformante beta (TGF-B), el VEGF, entre otros, que contribuyen a la reparacion del
tejido (Groothuis, 2005; Velnar et al., 2009). El dano al tejido puede incluir dafio a la
vasculatura, lo que genera una disminucién en el riego sanguineo y de los niveles de
oxigeno (hipoxia) (Velnar et al., 2009). La hipoxia resulta en uno de los estimulos
proangiogénicos mas potentes, al estar conectado de manera directa el riego sanguineo a las
necesidades metabolicas. En condiciones normales, las células reciben el oxigeno que se
difunde del torrente sanguineo, cuando un tejido se encuentra por arriba del limite de
difusion de oxigeno se genera hipoxia. La hipoxia estimula el crecimiento de vasos a través
de promover e inhibir la expresion de factores proangiogénicos y antiangiogénicos
respectivamente, mediante la estimulacion de factores de transcripcion inducibles por la
hipoxia (Pugh and Ratcliffe, 2003; Duenas et al., 2004; Dhanabal and Sethuraman, 2006;
Wang et al., 2009).

Existe una amplia variedad de factores proangiogénicos de diferente naturaleza,
podemos mencionar factores de crecimiento como el VEGF, el TGF-f, el factor de
crecimiento bésico de fibroblastos (bFGF), las angiopoietinas 1 y 2 (Ang-1/2), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1),
entre otros (Carmeliet, 2005). También existen factores proangiogénicos de tipo hormonal
como los estrogenos, la progesterona, la prolactina, la hormona de crecimiento, la BK,
entre otros (Chen et al., 2009). Es esencial mencionar que tras la accion de los factores
proangiogénicos, se generan nuevos tubulos vasculares que restablecen los niveles oxigeno,
lo que disminuye la expresion de factores proangiogénicos reduciendo el estimulo
angiogénico. La participacion de una gran cantidad de factores antiangiogénicos enddgenos
en este punto, es necesaria para concluir la formacion de los nuevos vasos (Nyberg et al.,
2005). Al igual que los factores proangiogénicos, existe una amplia variedad de factores
antiangiogénicos de distinta naturaleza. Notablemente, muchos factores antiangiogénicos
resultan del procesamiento proteolitico de distintos precursores como hormonas (como las
Vi), componentes de la matriz extracelular (como la trombospondina) o de componentes
del sistema de coagulaciéon (como el cininogeno de alto peso molecular activado) (Mott and

Werb, 2004). En la tabla 1 se muestran algunos factores pro- y antiangiogénicos.



Factores proangiogénicos

Factores antiangiogénicos

Factores de crecimiento

Factor de crecimiento endotelial vascular
Factor de crecimiento de fibroblastos

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de crecimiento tipo insulina 1

Factor de crecimiento transformante B
Angiopoietinaly 2

Hormonas

Estrégenos

Prolactina

Lactégeno placentario
Hormona de crecimiento
Angiotensina 2

Insulina

Leptina

Calcitonina

Vasopresina

Bradicinina

Otros

Factor de necrosis tumoral
Ciclooxigenasa

Oxido nitrico
Metaloproteasas
Quimiocinas

Factores de crecimientoy citocinas

Factor derivado del epitelio pigmentario
Factor plaquetario 4

Interferon alfa, beta, gama

Interleucina 8, 10, 12

Hormonas

Angiotensindgeno

Ghrelina

Hormona liberadora de gonadotropinas
Somatostatina

Vasoinhibinas

Derivados de la matriz extracelular
Trombospondina

Endostatina

Tumstatina

Fragmentos de fibronectina

Otros

Receptor soluble del VEGF

Inhibidores de metaloproteasas de matriz
Arrestina

Tabla 1. Algunos factores pro- y antiangiogénicos

A continuacion se presentard el papel y las acciones de dos factores
proangiogénicos, el VEGF y la BK, y de una familia de factores antiangiogénicos, las Vi,

en un contexto fisiologico.

2.1.1.1 Factores proangiogenicos: VEGF y BK

Uno de los factores proangiogénicos mas potente es el VEGF (Ferrara et al., 2003);
fue descrito inicialmente por su capacidad de inducir vasopermeabilidad, pero hoy se sabe
que es un potente mitégeno clave en el desarrollo de la vasculatura, ya que la falta de este
factor en ratones genera un desarrollo anormal en la vasculatura y embriones no viables
(Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Es por esto que el VEGF ha sido objeto de una
amplia investigacion desde su descubrimiento en 1989, la cual ha arrojado importante

informacion que serd brevemente mencionada a continuacion.



La familia del VEGF consta de diversas glicoproteinas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, de las cuales el VEGF-A ha sido el mas estudiado. El procesamiento
alternativo del mRNA del VEGF-A genera distintas isoformas: VEGF;;, VEGF s,
VEGF 45, VEGF39, vy VEGF;0, donde el subindice hace referencia al numero de
aminoacidos. Las isoforma de 165 aminoacidos es la més abundante e importante
regulando la angiogénesis; es por ello que lo referido hasta aqui y lo que se mencionara a lo
largo del escrito, se refiere al VEGF-A¢s.

El VEGF modula sus efectos a través de una familia de receptores con dominio de
tirosina-cinasa. El receptor VEGFR-2 (KDR/Flk-1) se considera como el més importante en
la regulacion de la angiogénesis en el adulto; al unirse el VEGF a este receptor, se activan
distintas vias de sefializacion como la via de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K)/Akt que
participa en la fosfoforilacion de la eNOS, entre otras funciones (Ferrara et al., 2003). Otra
via que se activa es la de la fosfolipasa C v, la cual promueve la movilizacion de calcio
intracelular (D'Angelo et al., 1995). Existen otros receptores para el VEGF como el
receptor VEGFR-1 (Flt-1), cuyo papel fisioldgico atn estd poco claro. Se sabe que regula la
migracion endotelial in vitro y cada vez existe mas evidencia de su participacion como
regulador negativo del VEGFR-2, a través de una isoforma soluble (D'Angelo et al., 1995;
Fukumura et al., 2001; Ferrara et al., 2003). Recientemente se ha descrito otra isoforma, el
receptor VEGFR-3, el cual participa principalmente en el desarrollo embrionario y en la
linfangiogénesis (Fukumura et al., 2001).

El VEGF mantiene la integridad de la vasculatura existente y promueve la
formacion de nuevos vasos sanguineos, al modular multiples procesos en las células
endoteliales. Por ejemplo, el VEGF incrementa la vasopermeabilidad, lo que promueve la
desestabilizacion del endotelio, evento necesario para el inicio de la angiogénesis
(Fukumura et al., 2001). El VEGF también promueve la proliferacion de las células
endoteliales (ras/raf/MAP cinasas) y activa vias antiapoptoticas (PI3K/Akt) (Zachary and
Gliki, 2001). Otro fenémeno clave que modula el VEGF, es la migracion de las células
endoteliales, ya que el VEGF induce la expresion de metaloproteasas que degradan la
matriz extracelular y la membrana basal (Zachary and Gliki, 2001). Asimismo, el VEGF
promueve la migracion al modificar tanto la expresion como la distribucion de proteinas de

adhesion y del citoesqueleto de las células endoteliales (Lee et al., 2010). Ademas, el



VEGEF induce la expresion génica de otros factores proangiogénicos como la Ang-2 (Oh et
al., 1999). Es por todo esto que se le considera como el principal regulador de la
angiogénesis (Fukumura et al., 2001). La relevancia funcional del VEGF se ilustra
particularmente en el ciclo ovulatorio, durante el cual, un incremento en los niveles
intrafoliculares de VEGF en la primera fase del ciclo, con un maximo antes del inicio de la
fase lutea, dispara la formacion de nuevos vasos. Subsecuentemente la regresion vascular
durante la atresia folicular se debe a la reduccion de los niveles de VEGF (en conjunto con
el incremento de factores antiangiogénicos) hasta el proximo ciclo (Geva and Jaffe, 2000).
La variacion altamente regulada y recurrente de los niveles de VEGF a lo largo del ciclo
ovulatorio refleja la importancia fisiologica del balance entre factores pro- y
antiangiogénicos.

Otro factor proangiogénico importante es la BK, la cual se genera a partir del
sistema calicreina-cininas, que estd constituido por tres proteinas: el factor de coagulacion
XII, la precalicreina y el cinindgeno de alto peso molecular. El corte proteolitico del
cininodgeno de alto peso molecular por la calicreina (producto de la precalicareina), produce
a la BK, un nonapéptido conocido como potente mediador inflamatorio capaz de inducir
vasodilatacion e incrementar la vasopermeabilidad (Morbidelli et al., 1998). Asimismo, la
BK posee propiedades proangiogénicas al estimular la proliferacion y formacion de tabulos
vasculares y al incrementar la sobrevivencia de células endoteliales. Este factor es capaz de
inducir angiogénesis en modelos animales como la cornea de conejo (Parenti et al., 2001),
y la membrana corioalantoidea de embrion de pollo (Colman et al., 2003), entre otros.
También se ha demostrado que en ratas deficientes del cinindgeno de alto peso molecular
(ratas BN-Ka), precursor de la BK, existe una menor respuesta proangiogénica en el
modelo de implante de esponja (Hayashi et al., 2002).

La BK actua a través de dos receptores acoplados a proteinas G conocidos como Bl
y B2; el receptor B2 se expresa constitutivamente mientras que el receptor B1 incrementa
su expresion tras dafio tisular, isquemia e inflamacién (Ahluwalia and Perretti, 1999).
Ambos receptores activan la misma via de senalizacion; sin embargo, B1 es menos sensible
a la desensibilizacion y se activa con otros metabolitos del sistema calicreina-cininas
(Ahluwalia and Perretti, 1999), caracteristicas por las cuales se considera el mediador de

los efectos proangiogénicos de la BK. Los receptores de la BK, al activarse conducen a un



incremento en la concentraciéon de calcio citosolico, lo que promueve la activacion de
eNOS via su uniéon al complejo calcio-calmodulina (Busse and Mulsch, 1990). La
movilizacion de calcio se lleva a cabo por la activacion de la enzima fosfolipasa C-f (PLC-
B), que degrada al fosfatidilinositoldifosfato (PIP2) presente en la membrana celular en
inositoltrifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Parenti et al., 2001; Miura et al., 2003). El
IP3 se une a sus receptores en el reticulo endoplasmico liberando el calcio ahi almacenado,
mientras que el DAG promueve la activacion de canales membranales como los canales
cationicos no selectivos de tipo TRP (“Transient Receptor Potential””) que contribuyen al
influjo de calcio de origen extracelular (Schilling et al., 1989; Nilius and Droogmans, 2001;
Leung et al., 2006). La activacion de los receptores de BK, también promueve la activacion
de la eNOS por fosforilacion del residuo de serina 1177; esta fosforilacion puede ser por la
activacion de la cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CaMKII) y a través de la via
PI3K/Akt (Venema, 2002; Fleming and Busse, 2003), modulando asi sus efectos

proangiogénicos.

2.1.1.2 Factores antiangiogénicos: las vasoinhibinas

Las Vi son una familia de péptidos que se generan por corte proteolitico de la
hormona prolactina, de la hormona de crecimiento y del lactogeno placentario (Clapp et al.,
2006; Clapp et al., 2008). La catepsina D (Baldocchi et al., 1993; Piwnica et al., 2004), las
metaloproteasas de matriz (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 y MMP-13)
(Macotela et al., 2006), y la metaloproteasa morfogénica de hueso 1 (Ge et al., 2007)
generan Vi a partir de la prolactina. Dado que s6lo un estudio ha reportado las acciones de
las Vi derivadas de la hormona de crecimiento (Struman et al., 1999), la informacion sobre
dichos péptidos proviene en su mayoria de las Vi derivadas de la prolactina. Las Vi ejercen
sus efectos antiangiogénicos a través de un sitio de unidon de alta afinidad presente en
células endoteliales, el cual es distinto al receptor de prolactina (Clapp and Weiner, 1992).
Se han identificado en el plasma sanguineo, en células endoteliales, en liquido amnidtico,
en la glandula pituitaria anterior y en el ojo (Corbacho et al., 2000). Su efecto
antiangiogénico se ha demostrado en distintos modelos animales, como la cornea de conejo
y la membrana corioalantoidea de embrién de pollo, donde disminuyen el crecimiento de

vasos sanguineos (Clapp et al., 1993; Struman et al., 1999). De manera importante, la



inyeccion intravitreal de anticuerpos anti-Vi y de un micro RNA de interferencia contra la
prolactina, genera angiogénesis en la retina y vasodilatacion (Aranda et al., 2005; Clapp et
al., 2009), demostrando con ello que las Vi participan en la inhibicion endogena de la
angiogénesis ocular.

Uno de sus principales efectos es la disminucion de la vasopermeabilidad inducida
por el VEGF, mediante un mecanismo que involucra promover la desfosforilacion de la
eNOS vy bloquear la produccion de NO (Garcia et al., 2008). Al bloquear la produccion de
NO también se previene la activacion de la via de las MAP cinasas inhibiendo la
proliferacion endotelial inducida por VEGF (D'Angelo et al., 1995; D'Angelo et al., 1999;
Lee et al., 2005; Garcia et al., 2008). Las Vi también modulan sus efectos sobre la
proliferacion endotelial de manera independiente a la activacion por VEGF, bloqueando las
transiciones Go-G; y G,-M del ciclo celular al interferir con las ciclinas D; y B; y al
sobreactivar a los inhibidores p21 cipl y p27 Kipl (Tabruyn et al., 2005). Se sabe que las
Vi estimulan la apoptosis de las células endoteliales al promover la conversion de Bel-X a
su forma proapoptotica Bel-X; (Martini et al., 2000) y al activar el factor nuclear Kappa f
resultando en la activacion de las caspasas 8, 9 y 13 (Tabruyn et al., 2003). Las Vi inhiben
al activador de plasmindgeno de tipo urocinasa, proteasa requerida para la migraciéon de
células endoteliales (Han et al., 2002). Con respecto a los efectos de las Vi sobre los efectos
endoteliales de la BK, en el 2004 Gonzalez y colaboradores demostraron que las Vi
bloquean la movilizacion de calcio y la produccion de NO inducida por la BK, lo cual
resulta en un efecto vasoconstrictor (Gonzalez et al., 2004). Finalmente estudios
preliminares del laboratorio sugieren que las Vi inhiben la proliferacion de células
endoteliales inducida por BK; sin embargo, ain queda por confirmar dicho efecto y
dilucidar si involucra a la regulacion de la produccion de NO.

En resumen, varios eventos fisiologicos dependen del delicado equilibrio entre los
factores pro- y antiangiogénicos. Sin embargo, ;qué ocurre cuando se desregula el balance

entre factores pro- y antiangiogénicos?



2.1.2 Consecuencia del desbalance entre factores pro- y antiangiogenicos:
enfermedades angiogénesis-dependientes

El desbalance entre factores pro- y antiangiogénicos precede y/o contribuye a la
progresion de diversas patologias. Las enfermedades angiogénesis-dependientes pueden
relacionarse con una falta o un exceso de angiogénesis. Por ejemplo, en la preeclampsia
existe un incremento en la expresion de factores antiangiogénicos por la placenta, como el
receptor soluble VEGFR-1, lo que genera disfuncion del endotelio que deriva en
hipertension, entre otros sintomas (Clapp et al., 2009; Young et al., 2010). Otra patologia
donde existe un incremento de factores antiangiogénicos es la cardiopatia de postparto,
donde el estado de estrés oxidativo, genera un incremento en los sistemas de corte de la
prolactina incrementando la produccion de Vi, las cuales contribuyen a las alteraciones
cardiacas (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Por otra parte, un estado de hipoxia cronico debido
a deficiencias en el riego sanguineo, o al incremento de la demanda de oxigeno, genera una
expresion exacerbada de factores proangiogénicos (Chen et al., 2009). Tal es el caso del
cancer, donde existe un incremento de la expresion de VEGF, PDGF, bFGF, entre otros
(Folkman, 2006). En la artritis reumatoide participan el VEGF, el bFGF, el TNF-a, entre
otros (Szekanecz and Koch, 2008), y en las retinopatias vasoproliferativas el VEGF, el
IGF-1, el PDGF, y la BK, entre otros (Aiello et al., 1994; Pombo et al., 1996; Gao et al.,
2007). Existen diversas retinopatias vasoproliferativas de las cuales podemos mencionar a
la del prematuro, la degeneracion macular asociada con la edad, y la retinopatia diabética

(Campochiaro, 2000; Carmeliet, 2005).

Las retinopatias vasoproliferativas como la del prematuro y la diabética tienen un
impacto social y econémico considerable dado que la retinopatia del prematuro es la
principal causa de ceguera infantil en paises en vias de desarrollo (Reynolds, 2001) y la
retinopatia diabética es la principal causa de ceguera en adultos laboralmente activos
(Gariano and Gardner, 2005; Mohamed et al., 2007). Tanto el VEGF, la BK, como las Vi

se han asociado con la retinopatia diabética.
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2.1.2.1 Implicacion del VEGF y de la BK en la retinopatia diabética

La desregulacion metabdlica en pacientes diabéticos genera dafos a Ia
microvasculatura de la retina: la hiperglicemia cronica induce apoptosis en los pericitos y
en las células endoteliales (Geraldes et al., 2009), lo cual genera un incremento de la
vasopermeabilidad, aparicion de hemorragias, edema y formacion de exudados (Crawford
et al., 2009). Todo esto contribuye a la oclusion de los vasos sanguineos, generando zonas
de isquemia e hipoxia, condicion que promueve la expresion de factores proangiogénicos
(Duenas et al., 2004; Dhanabal and Sethuraman, 2006; Wang et al., 2009). El incremento
en los niveles de los factores proangiogénicos en el vitreo promueve el crecimiento de
nuevos vasos sanguineos, los cuales son fragiles y generan hemorragias dentro del vitreo
que pueden derivar en la pérdida de la vision (Hammes, 2005; Crawford et al., 2009).
Estudios en el humor vitreo de pacientes con retinopatia diabética demuestran un
incremento en los niveles de VEGF de mas del 80% comparado con pacientes diabéticos
que no presentan retinopatia (Aiello et al., 1994). Este mitogeno se ha considerado como el
principal factor involucrado en la progresion de la retinopatia diabética y de otras
retinopatias como la degeneracion macular asociada a la edad. Es por ello que la inyeccion
intravitreal de anticuerpos monoclonales anti-VEGF, se ha utilizado como terapia
alternativa en la degeneracion macular asociada a la edad (Emerson and Lauer, 2007). Sin
embargo, esta terapia ademds de ser costosa, se acompaiia de una serie de complicaciones
importantes, como el riesgo de inflamacién ocular y glaucoma cuando se combina con anti-
inflamatorios (Simo et al., 2002).

Se ha descrito la importante participacion de otros factores proangiogénicos en la
retinopatia diabética, por ejemplo el IGF-1 y el bFGF cuyos niveles en el vitreo de
pacientes con retinopatia diabética se encuentran elevados; asi mismo, la Ang-2 y la
interleucina 8 contribuyen en la patologia (Poulaki et al., 2004; Clapp et al., 2009).
Recientemente se ha demostrado la importancia de la BK en el curso de la retinopatia
diabética (Das and McGuire, 2003). En el 2007, Gao y colaboradores encontraron en el
vitreo de pacientes con retinopatia diabética, un incremento en los niveles de la enzima
anhidrasa carbonica; esta enzima produce HCO;™ promoviendo el incremento del pH en el
vitreo. El incremento en el pH activa al sistema calicreina-cininas produciendo BK, la cual

incrementa la vasopermeabilidad retiniana. Asimismo, la inyeccion de anhidrasa carbonica
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en el vitreo de ratas genera incremento en la vasopermeabilidad, lo cual se revierte
utilizando antagonistas del receptor B1 y B2 de la BK (Gao et al., 2007). También Abdouh
y colaboradores en el 2008, revierten el incremento en la vasopermeabilidad retiniana en

ratas diabéticas utilizando un antagonista para el receptor Bl de la BK (Abdouh et al.,

2008).

2.1.2.2 Papel de las vasoinhibinas en la retinopatia diabética: relevancia terapéutica

Recientemente se demostré que las Vi previenen el incremento de la
vasopermeabilidad retiniana en ratas diabéticas y en respuesta a la inyeccion intravitreal de
VEGF y de vitreo de pacientes con retinopatia diabética (Garcia et al., 2008). Por otra
parte, se sabe que existe un incremento en los niveles circulantes del precursor de las Vi, la
prolactina, en pacientes diabéticos (Clapp et al., 2008). Sin embargo, cuando estos
pacientes no tienen un control adecuado en sus niveles de glucosa o cuando cursan con
retinopatia diabética, los niveles circulantes de prolactina disminuyen (Clapp et al., 2009;
Triebel et al., 2009), lo que puede contribuir a una disminucion de los niveles oculares de
Viy por lo tanto al desarrollo y progresion de la enfermedad. Sin embargo, el uso potencial
de las Vi en el tratamiento contra la retinopatia diabética requiere todavia mas
conocimiento acerca de sus mecanismos de accion en la retina, en particular sobre la via de
la BK.

Con el fin de analizar los mecanismos por los cuales las Vi regulan a la via de la
BK, en este trabajo postulamos que la regulacion de la produccion del NO podria ser el

denominador comun entre la BK y las Vi.

2.2. EI NO: actor central en la regulacion de la angiogénesis
2.2.1 Generalidades

En 1980 se detectd en el endotelio, una sustancia capaz de generar relajacion
vascular, a esta sustancia se le denomind factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
(Furchgott and Zawadzki, 1980), y posteriormente se identifico como el NO (Ignarro et al.,
1988). Hoy se sabe que el NO, no s6lo modula la relajacion vascular sino también una gran
cantidad de efectos bioldgicos distintos e inclusive opuestos (Thomas et al., 2008). Dentro

de estos podemos mencionar la vasodilatacion, el incremento de la vasopermeabilidad, la
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induccion de la proliferacion celular pero también de la apoptosis, efectos como
neurotransmisor, propiedades bactericidas, entre otros (Schmetterer and Polak, 2001). Los
efectos del NO dependen de su sitio de sintesis, pero sobre todo de su concentraciéon. EIl NO
es sintetizado por la enzima sintetasa de NO (NOS), la cual existe en tres isoformas: dos
constitutivas, la isoforma neural (nNOS) y la isoforma endotelial (eNOS), y una isoforma
inducible (iNOS) (Schmetterer and Polak, 2001).

EL NO producido en el endotelio es un potente agente proangiogénico a
concentraciones inferiores a 400 nM, pero resulta ser antiangiogénico a concentraciones
mayores (Thomas et al., 2008). Su efecto proangiogénico es principalmente a través de
incrementar la vasopermeabilidad; asi mismo, el NO es considerado como uno de los
principales reguladores de la migracion endotelial (Lamalice et al., 2007), a través de
inducir la fosforilacion de la cinasa de adhesion focal (FAK), la cual participa en la
reorganizacion del citoesqueleto, la adhesion, el crecimiento y la sobrevivencia de células
endoteliales (Lee et al., 2010). El NO participa también de manera importante en la
proliferacién y la sobrevivencia endotelial, ya que promueve la sintesis de cGMP,
activando a la proteina cinasa dependiente de cGMP (PKGQG), la cual fosforila a la proteina
Raf, que finalmente activa a la via de las MAP cinasas (Dimmeler et al., 1997; Murohara et
al., 1998; Murohara et al., 1999; Urbich et al., 2002).

En resumen se puede considerar al NO como una llave de encendido/apagado de la
angiogénesis. Como se ha mencionado, el que sea una sefial pro- o antiangiogénica depende
de donde se produce y de sus niveles. Por enfocarnos en la funcién endotelial se

presentaran a continuacion los diferentes niveles de regulacion de la eNOS.

2.2.2 Regulacion de la activacién de la sintetasa endotelial de NO

La eNOS es una enzima de 135 kDa aproximadamente que se expresa
constitutivamente en células endoteliales. Estructuralmente presenta dos dominios, en el
extremo N-terminal posee un dominio oxigenasa mientras que en el extremo C-terminal un
dominio reductasa (Alderton et al., 2001). La eNOS cataliza la reaccion de oxidacion de la
L-arginina a L-citrulina y NO. Dicha reaccion requiere de la presencia de distintos
cofactores como el mononucledtido de flavina (FMD), la nicotina adenina dinucledtido

(NADH), la tetrahidrobiopterina (BH4), y de manera muy importante la union del complejo
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calcio-calmodulina (Thorin et al., 1998; Hayashi et al., 2006). Dicho complejo promueve el
flujo de electrones necesarios para catalizar la oxidacion de la L-arginina. Sustancias
proangiogénicas y vasoactivas como el VEGF y la BK, al unirse a sus receptores,
incrementan la concentracion de calcio intracelular, el cual por unirse a la calmodulina
activa a la eNOS. El incremento de la concentracion de calcio citosoélico puede resultar de
un influjo de calcio de origen extracelular por canales membranales de tipo “Receptor
Operated Channels” (ROC) o de la liberacion del calcio almacenado en el reticulo
endoplasmico (por receptores a IP3 o a rianodina) (Mikoshiba, 2007). El vaciamiento del
reticulo endopldsmico estimula canales membranales de tipo “Store Operated Channels”
(SOC) con el fin de restaurar las reservas de calcio intracelular (Parekh and Putney, 2005).
Tanto el calcio de origen extracelular (por los ROC o SOC), como el calcio liberado del
reticulo endopldsmico se pueden unir a la calmodulina. Se sabe que el VEGF y la BK, al
activar las PLC y y P respectivamente (Zachary and Gliki, 2001; Liesmaa et al., 2009),
incrementan los niveles de calcio intracelular al liberar el calcio reticular (via del IP3) o
por un flujo de origen extracelular (via del DAG) (Cheng et al., 2006; Leung et al., 2006).

Por otra parte, ademas de la presencia necesaria de los cofactores mencionados, la
eNOS se ve regulada a nivel de su expresion y/o de su actividad. Se sabe que el promotor
del gen que codifica la eNOS posee numerosos sitios de union de factores de transcripcion,
como el activador de proteina 1/2, el factor nuclear (NF)-1, NF-IL&, NF-xB, p53, y el
elemento responsivo a cAMP, entre otros (Fleming and Busse, 2003). La expresion de la
eNOS también se regula mediante la estabilizacion de su mRNA, por su union a través de
la regién 3" no traducible del mRNA, a la regién rica en cisteinas de dos proteinas
citosolicas (51 y 60 kDa) (Fleming and Busse, 2003). Durante la fase de replicacion, la
expresion del mRNA de eNOS se incrementa de 4 a 6 veces en comparacion con una fase
quiescente in vitro.

Finalmente, diversas hormonas, factores de crecimiento, y citocinas, como los
estrogenos, el VEGF, entre otros, pueden regular la expresion del mRNA de la eNOS
(Arnal et al., 1994; Searles et al., 1999). Otro mecanismo importante de regulacion, es a
través de eventos de fosforilacion/desfosforilacion. La eNOS puede ser fosforilada de
manera simultanea o alternada en residuos de serina, treonina y tirosina (Musicki et al.,

2009). Debido a la secuencia de aminoadcidos de la enzima, las posibilidades son
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considerables, sin embargo, los efectos de la fosforilacion en el residuo de serina 1177, para
la secuencia humana y serina 1179 para la secuencia bovina (Fleming and Busse, 2003),
son considerados como los més relevantes por incrementar la actividad de la enzima: en
condiciones basales este residuo de serina se mantiene desfosforilado; tras un estimulo se
fosforila rapidamente incrementando la actividad de la enzima de dos a tres veces sobre la
actividad basal. En presencia de VEGF, la cinasa encargada de fosforilar a la eNOS es la
Akt, cuando el estimulo es a través de los receptores de la BK, es a través de la CaMKII
(Fleming and Busse, 2003). No obstante, existen estudios que sugieren la participacion de
la via de PI3K/Akt en la fosforilacion de eNOS inducida por la BK (Venema, 2002).

En cuanto a las Vi y la eNOS, se sabe que tienen efectos tanto en la movilizacion
de calcio intracelular como sobre la fosforilacion. Recientemente se demostrd en cultivos
celulares, que la fosforilacion de la eNOS en el residuo de Ser 1179 inducida con VEGF, es
revertida por las Vi. La desfosforilaciéon de la eNOS es regulada por la proteina fosfatasa
2A (PP2A) (Garcia et al., 2008); utilizando un inhibidor de esta fosfatasa (acido ocadaico)
se encontr6 que el efecto de las Vi sobre la fosforilacion de la eNOS es a través de la PP2A
(Garcia et al., 2008). También se ha demostrado que las Vi bloquean la movilizacion de
calcio y la activacion de la eNOS inducida por BK in vitro, siendo este uno de los posibles
mecanismos por los que las Vi disminuyen la vasodilatacion inducida por la BK en la

arteria coronaria de cobayo (Gonzalez et al., 2004).
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3. Planteamiento del problema

En este trabajo pretendemos dilucidar las bases moleculares del efecto inhibidor de
las Vi sobre la proliferacion endotelial inducida por la BK in vitro, las cuales podrian
involucrar a la produccion de NO por la eNOS, esta misma siendo regulada por el calcio

intracelular mediante la fosfolipasa C y/o por su estado de fosforilacion.
4. Hipotesis

El efecto inhibitorio de las Vi sobre la proliferacion endotelial inducida por BK se
lleva a cabo a través del bloqueo de la activacion de eNOS, por disminucion de la actividad
de la fosfolipasa C y/o por su desfosforilacion en el residuo Ser 1179.

5. Objetivo

Caracterizar las vias de sefalizacion intracelulares por las cuales las Vi inhiben la

accion estimuladora de la BK sobre la proliferacion endotelial in vitro.

5.1 Objetivos especificos

1. Analizar el efecto inhibidor de las Vi sobre la proliferacion de células endoteliales

estimulada con la BK y determinar si este efecto involucra la produccion de NO.

2. Investigar si las Vi afectan la via clasica de sefializacion de la BK al nivel de la

actividad de la fosfolipasa C en cultivos de células endoteliales.

3. Analizar el efecto de las Vi sobre la fosforilacion de la eNOS inducida por la BK en

células endoteliales.

4. Determinar el efecto de las Vi sobre la produccion de NO inducida por BK en

células endoteliales en cultivo.
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6. Materiales y métodos

6.1 Cultivos celulares — Se utilizan cultivos primarios de células endoteliales de la vena
umbilical de bovino (BUVEC) las cuales se cultivan en un medio F12-HAM con 10% de
suero fetal bovino, 1/100 penicilina/estreptomicina y se mantienen a una temperatura 37°C

con una atmosfera de CO; al 5%.

6.2 Ensayo de proliferacion — La tasa de proliferacion de las células endoteliales se
determina mediante la incorporacién de timidina tritiada (Amersham Internacional plc,
Little Chalfont Buckinghamshire, Inglaterra). En cajas de 48 pozos se siembran 5,000
células/pozo en 200 pl de medio de bioensayo (F12-HAM 10% suero de bovino fetal +
antibioticos) y se cultivan durante 48 h en presencia o ausencia de distintas concentraciones
de BK (Alexis Biochemicals, San Diego, CA) y/o Vi recombinantes con o sin adicion de un
donador de NO, (Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammonio-ethyl)amino]diazen-1-ium-1,2-
diolate o DET-ANONOato, 10 uM (Alexis Biochemicals, San Diego, CA). 24 h antes que
se cumplan las 48 h de incubacion se adiciona 1 pCi de [*H]-timidina, la cual es una base
nitrogenada que se incorpora al DNA de las células en proliferacion. Cumplidas las 48 h de
incubacion, se realizan tres lavados con 200 ul de TCA al 5% y en el ultimo lavado se
incuba a 4°C durante al menos 20 minutos. Posteriormente se adiciona 250 pl de NaOH a
ebullicion y por ultimo se transfiere el NaOH a tubos con 5 ml de liquido de centelleo

donde se cuantifica la incorporacién de la [*H]-timidina.

6.3 Evaluacion de la actividad de la fosfolipasa C in vitro — Para evaluar el efecto de las
Vi sobre la via de la fosfolipasa C activada por la BK, las BUVEC se incuban a 37°C
durante 5 minutos con Vi, seguido o no de BK por 2 minutos. Posteriormente la actividad
de la fosfolipasa C y la produccion de IP; se evaltian usando los estuches comerciales
siguientes: PIP, [myo-inositol-2-"’H (N)] (American Radiolabeled Chemicals, Inc., St.
Louis, MO) y el D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate (Biotrak Assay System, Amersham

Biosciences, Little Chalfont Buckinghamshire, Inglaterra).
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6.4 Evaluacion de la expresion y fosforilacion de eNOS — La expresion de eNOS se
evalia en cultivos de células BUVEC tratadas por 1, 5 y 10 min con BK combinada o no
con Vi, en comparacion con el medio de cultivo (condicion control). Para ello se aislan las
proteinas de los lisados de células, utilizando como amortiguador de extraccion 0.5%
Nonidet P-40, 0.1% SDS, 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 pg/ml aprotinina, y 0.5 mM
PMSEF. Se analiza la expresion de eNOS por Western-blot usando anticuerpos anti-fosfo-
eNOS-Ser''” y anti-eNOS total. Las proteinas se someten a electroforesis en gel de
poliacrilamida (15%) con dodecilsulfato de sodio (SDS). Las proteinas separadas por
electroforesis son transferidas a membranas de nitrocelulosa, las cuales se incuban con los

anticuerpos policlonales anti-fosfo-eNOS-Ser''”’

y anti-eNOS total. EI complejo antigeno-
anticuerpo se revela con la reaccion de fosfatasa alcalina y el empleo de un estuche

comercial de anticuerpos secundarios (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

6.5 Evaluacion de NO in vitro — El efecto de las Vi sobre la produccion de NO inducida
por BK en células BUVEC, se evaltia mediante el método de la citrulina radiactiva el cual
mide la actividad de la eNOS. Para esto se cultivan 50,000 células por pozo en placas de 12
pozos, se adiciona 10 pl de aprotinina, 1 pCi de [3H]—L—arginina, y los tratamientos; la [*H]-
L-arginina sirve de sustrato para la eNOS que lleva a cabo una reaccion que da como
producto [*H]-L-citrulina y NO equimolarmente. Cumplida 1 h se para la reaccion con
medio de paro (50 mM HEPES, 4 mM EDTA a pH 5.5), por diez minutos; pasado este
tiempo se adiciona HEPES a 4°C para lisar las células, y por Gltimo se pasa esta solucion
por columnas de intercambio i6nico y se cuantifica la [*H]-L-citrulina por conteo en liquido

de centelleo.

6.6 Analisis estadistico- Los datos se presentaran como promedios + error estandar de la
media. La significancia estadistica se determinar6d por el analisis de varianza (ANOVA)
seguida como prueba post-hoc de la prueba de T de Student no pareada. El anilisis
estadistico se llevo a cabo usando el programa Sigma Stat 7.0 (Sigma Stat 7.0, Systat
Software Inc., San Jose, CA). Diferencias en el promedio con una P<0.05 son consideradas

estadisticamente significativas.
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7. Resultados

7.1 Las Vi inhiben la proliferacion de células endoteliales BUVEC estimulada con BK

de manera dosis-dependiente

La administracion de la BK en cultivos de células endoteliales BUVEC induce un
incremento en la proliferacion celular de manera dosis-dependiente; las concentraciones
evaluadas fueron: 0.5, 1, 5, 10, y 20 uM. La concentracion de 5 pM provocod el mayor
porcentaje de proliferacion comparada contra el control, efecto que disminuye al

incrementar la concentracion (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la BK sobre la proliferacion de células BUVEC. n =7, *P<0.001 vs.

Control.

Con base en el resultado anterior se decidid utilizar la concentracion de 5 uM para
estudiar el efecto de las Vi sobre la proliferacion celular inducida por la BK (Figura 3).
Células BUVEC fueron estimuladas con la BK y con distintas concentraciones de Vi (10,
20, 40, 60 y 80 nM). Las concentraciones de 60 y 80 nM de Vi disminuyeron la
proliferacion de células BUVEC inducida por BK.
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Figura 3. Efecto de las Vi sobre la proliferacion de células BUVEC inducida por BK (5
uM). n = 8,* P< 0.05 vs. Control; ** P<0.05 vs. BK.

7.2 El efecto de las Vi sobre la proliferacion celular inducida por BK involucra la
produccién de NO

Adicionalmente, exploramos si el efecto de las Vi sobre la proliferacion endotelial
inducida por la BK es a través de la regulacion de la produccion de NO. Para ello probamos
el efecto del donador de NO, DET-ANONOato (10 uM), sobre células BUVEC tratadas
con BK (5 uM) y Vi (40 nM) (Figura 4). El DET-ANONOato estimula la proliferacion de
células BUVEC de manera comparable a la BK, pero no potencia el efecto de la BK, lo que
sugiere que comparten mecanismos por los cuales inducen la proliferacion celular. Las Vi
no tiene ningun efecto sobre la proliferacion celular inducida por el DET-ANONOato, pero
si sobre la proliferacion celular inducida por BK. Sin embargo, este efecto de las Vi es
revertido en presencia del donador de NO (Figura 4). Esto sugiere que el efecto inhibidor
de las Vi sobre proliferacion endotelial inducida por BK puede ser a través de la regulacion

de la produccion de NO.
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Figura 4. Analisis del efecto de un donador de NO, el DET-ANONOato (10 uM), sobre la
proliferacion de células BUVEC tratadas con BK (5 uM) y Vi (40 nM). n =4, *P<0.05 vs.

Control.

7.3 Las Vi bloquean la via clasica de sefializacion de la BK a nivel de la actividad de la

fosfolipasa C beta y de la produccion de IP;en las células endoteliales BUVEC

La BK al unirse con su receptor, activa a la PLC-f, la cual produce IP; y DAG
(Myers and Larkins, 1989). Para corroborar si las Vi interfieren con la via de la PLC
activada por la BK, medimos su actividad (Figura 5) y la produccion de IP; (Figura 6). Para
ello se adicion6 fosfatidilinositol radiomarcado (PIP, [myo-inositol-2-3H (N)]) por 48 h, el
cual se incorpord a las células BUVEC como sustrato para la PLC. Las células fueron
incubadas con BK por 2 min en presencia o ausencia de Vi durante 5 min. La adicion de
las Vi se realizo de dos maneras: antes del estimulo con BK y después de la BK.
Posteriormente se cuantificaron los fosfatos de inositol radiomarcados [*H], productos de la

degradacion del PIP, radiomarcado (Sorrentino et al., 1996). De esta manera encontramos
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que la BK incrementa 2.6 veces la actividad de la fosfolipasa C en comparacion con el
control, efecto que es bloqueado por las Vi cuando se aplican antes de la BK. Sin embargo,
si las Vi se adicionan después de la BK, la activacion de la PLC se mantiene (Figura 5).

Esto indica que las Vi actuan cascada arriba de la activacion de la PLC.

(cpm/mg prot/min)
8
o
o

0 b I I
Control BK BK Vi
+ Vi + BK

Figura 5. Andlisis del efecto de las Vi (40 nM) sobre la actividad de la PLC inducida por
BK (5 uM) en células BUVEC. n = 3, *P<0.001 vs. Control; **P<0.001 vs. BK.

Asimismo, se evalud la produccion de IP; en células tratadas con BK y Vi. El
ensayo requiere de una cantidad fija de IP; radioactivo (D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate)
que se adiciona a las células endoteliales; este IP3 se une a sus receptores en el reticulo
endoplasmico y el IP; endogeno producido por la activacion de la PLC desplaza al IP;
radioactivo unido previamente. Por lo tanto, la sefal obtenida en el contador de centelleo es
inversamente proporcional al IP; producido. De esta manera, encontramos que la BK
promueve la produccion de IP3; en comparacion con el control, lo cual no se ve afectado por
las Vi administradas 5 minutos después de la BK (Figura 6). La administracion de Vi no
tiene efecto en la produccion de IPs, sin embargo, la incubacién de las células BUVEC con
las Vi 5 minutos previos al tratamiento con BK previene el incremento de la produccion de

IP; (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis del efecto de las Vi (40 nM) sobre la produccion de IP; inducida por BK
(5 uM) en células BUVEC. n = 3, *P<0.001 vs. Control; **P<0.001 vs. BK.

7.4 Efecto de las Vi sobre la fosforilacion de eNOS inducida por BK en células
endoteliales BUVEC

Previamente demostramos que la proliferacion endotelial inducida por la BK
implica al NO (Figura 4). En un esquema general, la BK induce la produccion de NO al
incrementar la concentracion de calcio citosdlico el cual es captado por la calmodulina; este
complejo se une a la eNOS promoviendo su activacion. Asimismo, el complejo calcio-
clamodulina promueve la activacion de la CaMKII, cinasa que fosforila a la eNOS; esta
fosforilacion también puede ser por la via PI3K/Akt (Venema, 2002; Fleming and Busse,
2003). Estudios previos demuestran que las Vi inhiben la activacion de la eNOS inducida
por el VEGF al revertir su fosforilacion mediante la fosfatasa PP2A (Gonzalez et al., 2004;
Garcia et al., 2008). Debido a ello quisimos determinar si las Vi pudieran actuar de manera
semejante sobre la fosforilacion de eNOS inducida por BK. Para este fin evaluamos la
fosforilacion de eNOS en células endoteliales BUVEC incubadas con BK y Vi a distintos
tiempos, utilizando la técnica de Western-blot con anticuerpos anti-serina fosforilada y anti-
eNOS total (Figura 7). Encontramos que las Vi disminuyen la fosforilacion de la eNOS

inducida por BK en los distintos tiempos analizados.
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Figura 7. Analisis del efecto de las Vi (40 nM) sobre la fosforilacion de eNOS inducida por
BK (5 uM, 1, 5 y 10 minutos) en cé¢lulas BUVEC.

Por ultimo, cuantificamos la produccion de NO en células BUVEC tratadas con BK y
Vi, mediante la técnica de la citrulina radiactiva (Figura 8). En esta técnica se cuantifica la
cantidad de L-citrulina producida proveniente de L-arginina marcada radiactivamente, lo
que nos indica indirectamente la cantidad de NO producido. Las Vi por si mismas, es
decir, en ausencia de estimulo, no tienen efecto sobre la produccién de NO. Las Vi inhiben

la produccion de NO inducida por BK a niveles comparables con el control.
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Figura 8. Analisis del efecto de las Vi (40 nM) sobre la produccion de NO inducida por la
BK (5 uM) en células BUVEC. n = 3, *P<0.001 vs. Control; **P<0.001 vs. BK.

24



8. Discusion

La retinopatia diabética es de las complicaciones a largo plazo mas comunes de la
diabetes mellitus, enfermedad que afecta a mas de 20 millones de personas en el mundo. La
retinopatia diabética actualmente es la principal causa de ceguera en adultos entre 20 y 74
afos, cada afio genera entre 12000 y 24000 casos de ceguera (Carmeliet, 2005). Las
estrategias para prevenir la retinopatia diabética se basan en el control de los niveles
circulantes de glucosa, la exploracion anual oftalmologica completa (con dilatacion pupilar
y fluoroangiografia) (Wirostko et al., 2008). Actualmente la fotocoagulacion con laser y la
vitrectomia son los Unicos tratamientos aprobados para la retinopatia diabética; estas
terapias con un enfoque destructivo, son parcialmente efectivas ya que en muchos casos
(mas del 25%), la enfermedad progresa a pesar de la terapia, y por si mismas puede generar
pérdida de la agudeza y del campo visual (Bloomgarden, 2007; Gardner and Antonetti,
2007). Recientemente, se ha empleado la inyeccidon intravitreal de anticuerpos
monoclonales anti-VEGF para el tratamiento de las retinopatias vasoproliferativas, en
particular la degeneracion macular asociada a la edad. Sin embargo, esta terapia ademas de
ser costosa, se acompafia de una serie de complicaciones (Simo et al., 2002; Wirostko et
al., 2008). Por lo tanto, seria deseable contar con estrategias terapéuticas adicionales y/o
combinatorias. En este sentido, el uso de factores capaces de inhibir la angiogénesis ocular,
entre ellos las Vi, se presenta como una opcidon promisoria para el tratamiento de las
retinopatias vasoproliferativas.

La hiperglucemia cronica en pacientes diabéticos promueve alteraciones en la
microvasculatura ocular como la apoptosis de los pericitos y células endoteliales,
engrosamiento de la membrana basal e incremento en la vasopermeabilidad (Knudsen et
al., 2002; Hammes, 2005; Crawford et al., 2009). Estos eventos promueven la aparicion de
zonas hemorragicas y formacién de exudados en que ocluyen a los capilares, generando
hipoxia y disparando la expresion de factores proangiogénicos (Knudsen et al., 2002;
Hammes, 2005). El VEGF es uno de los principales factores proangiogénicos en la
retinopatia diabética, pero existen otros factores que participan en el desarrollo de la
enfermedad, entre ellos la BK (Gao et al., 2007). Estudios recientes (Gao et al., 2007;

Abdouh et al., 2008), demuestra la importancia de la BK en la retinopatia diabética y su
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posible implicacion como blanco terapéutico. La BK es bien conocida por su efecto
vasodilator, y también se sabe que induce proliferacion de células endoteliales y formacion
de tubulos endoteliales, lo cual contribuye a sus efectos proangiogénicos (Morbidelli et al.,
1998; Clapp et al., 2009; Phipps et al., 2009). El incremento en la proliferacion endotelial
es un paso determinante para la formaciéon de nuevos vasos sanguineos, por otra parte
muchos factores antiangiogénicos modulan sus efectos mediante el bloqueo de Ia
proliferacion endotelial (Nyberg et al., 2005). Es por esto que decidimos evaluar el efecto
de las Vi sobre la proliferacion endotelial inducida por la BK, encontrando que la
proliferacion de células BUVEC inducida por la BK es bloqueada por las Vi de manera
dosis-dependiente (Figura 3).

El NO juega un papel fundamental en el proceso angiogénico, ya que modula
distintos procesos celulares necesarios para la formacion de los vasos sanguineos, como son
el incremento en la vasopermeabilidad, migracion y proliferacion endotelial (Feil et al.,
2005). Para averiguar si el efecto de las Vi sobre la proliferacion endotelial inducida por
BK implicaba la regulacién del NO, se utilizo un donador de NO (DET-ANONOatos). Al
adicionar NO exogeno a las células BUVEC, se observo un incremento en la proliferacion
celular de manera comparable a la inducida por la BK; sin embargo, este efecto no se
potencia cuando se combina la BK y el donador de NO. Esto indica que la BK induce
proliferacion celular mediante la produccion de NO. Por otra parte, cuando se adiciona el
donador de NO en presencia de la BK y las Vi, se mantiene la proliferacion celular (Figura
4). Con esto se concluye que las Vi modulan su efecto sobre la proliferacion celular
inducida por la BK, mediante la inhibicion de la produccion de NO.

La BK incrementa la sintesis de NO al activar a la eNOS por dos mecanismos: un
incremento de la concentracion intracelular de calcio y la fosforilacion de la serina 1177. El
incremento en la concentracion intracelular de calcio se dispara por la activacion de la
enzima PLC-P la cual produce IP; y DAG, y ambos metabolitos contribuyen a este efecto.
El IP; se une rapidamente a su receptor en el reticulo endoplasmico (IP3-R), y libera el
calcio ahi almacenado al espacio citosélico. En este trabajo demostramos, que las Vi
previenen la activacion de la PLC y por ende la produccion de IP; (Figuras 5 y 6); esto
prevendria el incremento de calcio proveniente del reticulo endopldsmico, lo cual ha sido

reportado por nuestro laboratorio anteriormente (Gonzalez et al., 2004).
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Cabe sefialar que el DAG generado por la PLC regula de manera importante el
influjo de calcio de origen extracelular, a través de canales membranales como los TRPs,
entre otros. Los canales TRP, en particular la subfamilia C activada por DAG, han surgido
como importantes moduladores de la angiogénesis (Nilius and Droogmans, 2001; Yao and
Garland, 2005); uno de los mecanismos propuestos es que estos canales incrementan la
concentracion de calcio citosolico, que puede participar en la activacion de la eNOS (Yao
and Garland, 2005). Se ha descrito que la BK incrementa la expresion del TRPC6,
modulando sus efectos (Leung et al., 2006). Las Vi, al inhibir a la PLC, previenen también
la formacion de DAG, lo que podria intervenir en la activacion de canales TRPC, siendo
este otro posible mecanismo por el cual las Vi ejercen sus efectos antiangiogénicos.

Como ya habiamos mencionado, la activacion de la eNOS también es regulada por
fosforilacion. La formaciéon del complejo calcio-calmodulina por activacion de los
receptores de BK, activa a la cinasa CAMKII la cual a su vez fosforila a la eNOS en el
residuo de serina 1177. Otro mecanismo por el cual la BK promueve la fosforilacion de la
eNOS es la activacion de la via de PI3K/Akt. Esta cascada de sefializacion se puede activar
por la transactivacion del receptor de VEGF por el receptor B2 de la BK (Venema, 2002).
La fosforilacion incrementa considerablemente la actividad basal de la eNOS,
contribuyendo a los efectos proangiogénicos de la BK. Otro de los hallazgos de este trabajo
es el efecto inhibidor de las Vi sobre la fosforilacion de la eNOS inducida por la BK
(Figura 7). En el 2008, Garcia y colaboradores demostraron que las Vi bloquean la
activacion de la eNOS inducida por VEGF, a través de la desfosforilacion del residuo de
serina 1179 (secuencia bovina), efecto modulado por la PP2A (Garcia et al., 2008). Este
podria ser el mismo mecanismo por el cual las Vi bloquean la fosforilacion de la eNOS
inducida por la BK.

En este trabajo hemos demostrado que las Vi inhiben la proliferacién endotelial
inducida por BK, al bloquear la producciéon de NO de dos maneras: (1) inhibiendo la
activacion de la PLC, responsable de la movilizacion de calcio, y (2) bloqueando la
fosforilacion de la eNOS en el residuo de serina 1179. Estos hallazgos ayudardn a
comprender y enriquecer la informacion que se tiene sobre los mecanismos intracelulares
mediante los cuales las Vi modulan sus efectos antiangiogénicos. El comprender como es

que los factores pro- y antiangiogénicos modulan el crecimiento de nuevos vasos
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sanguineos es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra
patologias donde existe un crecimiento anormal de vasos sanguineos, como es el caso de la
retinopatia diabética. Resulta prometedor el hecho que las Vi regulan a dos de los multiples

factores implicados en la patogénesis de la retinopatia diabética.
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9. Conclusiones

Las Vi inhiben la proliferacion de las células endoteliales BUVEC estimulada con

BK de manera dosis-dependiente, efecto que involucra la produccion de NO.

Las Vi inhiben la activaciéon de la fosfolipasa C inducida por la BK en las células

endoteliales BUVEC y con ello la produccion de IPs.

1179

Las Vi revierten la fosforilacion de la eNOS en el residuo Ser asi como la

produccion de NO inducida por la BK.
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