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Resumen

Las vasoinhibinas son péptidos con propiedades antiangiogénicas derivados del corte
proteolitico de la prolactina. Actualmente, se generan mediante estrategias
recombinantes en las cuales la cisteina en la posicién 58 (C°8) es sustituida cominmente
por serina (S°8) para evitar la formacion de puentes disulfuro no deseados. Ademas se
generan de distintos tamafios (123, 139 y 142 aminoacidos). Sin embargo, no existen
estudios que evallen la relevancia funcional de estas modificaciones. En este trabajo se
compard la secrecion y bioactividad de vasoinhibinas de 123 y 139 aminoacidos
conteniendo C®%, S% o alanina (A%®) producidas en células HEK293T/17. Las
vasoinhibinas con C%® y A% tuvieron los pesos moleculares esperados (14 kDa y 16 kDa
para los péptidos de 123 y 139 aminoé&cidos, respectivamente). En contraste, las
vasoinhibinas con S8 tuvieron isoformas con pesos moleculares mayores y se secretaron
en mayor proporcion. Las isoformas de mayor peso molecular corresponden a variantes
glicosiladas, pues la mutacién a S°8 introduce un nuevo sitio potencial de glicosilacion.
Las vasoinhibinas con C% y A% mostraron efectos antiangiogénicos similares y mayores
a los de las vasoinhibinas con S°8 sobre la proliferacion de células endoteliales en cultivo.
En conclusion, la sustitucion de C>® por S°8, incrementa la glicosilacion y la secrecion de
las vasoinhibinas pero la glicosilacion parece interferir con su bioactividad. Queda por
determinar si la sustitucion por A% es una alternativa mejor. Este estudio pone de
manifiesto la necesidad de mayores estudios sobre la relacién estructura-funcién de las

vasoinhibinas para su futura produccion, analisis y aplicacion clinica.



Summary

Vasoinhibins are peptides with antiangiogenic properties derived from prolactin proteolytic
cleavage. Recombinant vasoinhibins of 123, 139, and 142 aminoacids have been
produced in which cysteine at position 58 (C%®) is replaced with Serine (S°8) to prevent the
formation of anomalous disulfide bonds. Nevertheless, the functional implication of this
mutation is not well documented. Here, we compared the secretion and biological activity
of recombinant vasoinhibins of 123 and 139 aminoacids containing C%8, S%8, or alanine
A58 produced in HEK293T/17 cells. C%8 and A58 vasoinhibins had the expected size (14
kDa and 16 kDa for vasoinhibins of 123 and 139 aminoacids, respectively), whereas
vasoinhibins containing S8 resulted in several isoforms with higher molecular weights and
an increased secretion rate. The larger weights were due to glycosylation. In silico
analysis revealed an additional glycosylation site (N°%) after S°8 substitution, and exposure
to N-glycosidase-F increased the mobility of all S®8-containing isoforms such that only the
vasoinhibins of the expected size were observed. Vasoinhibins with C8 and A>® showed
similar antiangiogenic properties that were higher than those of S° vasoinhibins as
revealed by inhibition of the proliferation of endothelial cells in culture. In conclusion, S58
substitution increases the glycosylation and secretion of vasoinhibins and glycosylation
interferes with their antiangiogenic properties. Further research is needed to substantiate
the A%® substitution as a good alternative to avoid anomalous disulfide bonds and the
increased glycosylation. This study has unveiled important aspects of the structure-
function relationship of recombinant vasoinhibins relevant to their generation for basic and

clinical studies.
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l. Introduccioén

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos derivados del corte proteolitico de
la hormona prolactina (PRL), la hormona de crecimiento (GH) y el lactdgeno placentario
que inhiben la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) (Clapp et al.,
2006). En contraste con las vasoinhibinas, las hormonas madre (PRL, GH y lactégeno
placentario) estimulan la proliferacion de células endoteliales (Clapp et al., 2009). En
particular, la PRL es procesada proteoliticamente hacia vasoinhibinas por la catepsina D
(Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de matriz (MMPs) (Macotela et al., 2006) y la
proteasa morfogenética de hueso 1 (BMP-1)(Ge et al., 2007). Estas proteasas cortan a
la PRL en el asa que conecta la a-hélice 3 con la 4 a diferentes niveles generando

vasoinhibinas de diferentes tamanos.

Existe interés en el potencial clinico de las vasoinhibinas para el tratamiento de
diversas enfermedades relacionadas con la sobreproduccién de vasos sanguineos como
son el cancer (Cross and Burmester, 2006) y las retinopatias vasoproliferativas (Cross
and Claesson-Welsh, 2001). No obstante, su estructura basica y tamafio esencial para la
actividad antiangiogénica no estan completamente dilucidados. Para poder estudiar sus
acciones es necesario contar con estos péptidos en grandes cantidades. En este sentido,
en los estudios donde se ha generado a las vasoinhibinas de manera recombinante se
les ha producido de dos tamafios diferentes (123 y 139 aminoacidos). Ademas, para
evitar la formacioén de puentes disulfuro anémalos, se ha sustituido a la cisteina en
posicion 58 (C%8) por serina (S°8). Sin embargo, a pesar de que estos péptidos mostraron
ser bioactivos, la influencia de estos cambios estructurales sobre la secrecion y
bioactividad de las vasoinhibinas no ha sido validada sistematicamente (Clapp et al.,
1993; Galfione et al., 2003) Recientemente, en un estudio de nuestro laboratorio, se
compar6 el efecto de la modificacion de C% por S°8 en una vasoinhibina de 123
aminodacidos y se obtuvieron resultados preliminares que sugieren que la presencia de
S%8 incrementa la secrecién pero también la glicosilacion de la molécula y que dicha
glicosilacion parece disminuir su bioactividad. En el presente trabajo analizamos el efecto
del cambio de C®8 por S°8 y alanina (A%8) sobre la secrecion, glicosilacion y bioactividad

de vasoinhibinas recombinantes de 123 y 139 amino&cidos. Si bien es la primera vez que
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se evallia el cambio a A%, los resultados sugieren que la sustitucion de la C% por A58
representa una alternativa eficaz al uso de la S%8, ya que evita la formacion de puentes
disulfuro andmalos y una excesiva glicosilacion capaz de interferir con la bioactividad de

estos péptidos.



1. Antecedentes

La angiogénesis es el proceso mediante el cual tiene lugar la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente. Este proceso ocurre muy
activamente durante el desarrollo determinando el crecimiento y la diferenciacion de los
tejidos (Clapp et al., 2009). Sin embargo, en la vida adulta la angiogénesis es
practicamente inexistente y esta confinada a condiciones fisiol6gicas especificas como
las asociadas a la reparacion de tejidos a consecuencia de lesiones o fracturas o a
eventos reproductivos de las hembras como la vascularizacion del endometrio uterino
durante el ciclo menstrual o el desarrollo de la placenta y de la glandula mamaria durante
el embarazo (Clapp et al., 2009; Piwnica et al., 2004). El grado de vascularizacion de los
tejidos esta determinado por el balance que existe entre factores que estimulan y factores
que inhiben la proliferacion de las células endoteliales. En condiciones patoldgicas, el
equilibrio angiogénico puede verse alterado, propiciando una vascularizacién excesiva
como sucede en el cancer o en las retinopatias vasoproliferativas como la diabética
(Carmeliet, 2005; Cross and Burmester, 2006; Cross and Claesson-Welsh, 2001). Una
gran variedad de hormonas, factores de crecimiento, citocinas, enzimas y moléculas de
adhesién controlan el equilibro angiogénico. Entre los factores anti-angiogénicos
enddgenos conocidos, se incluyen las vasoinhibinas, péptidos derivados del corte
proteolitico de la PRL, la GH y el lactogeno placentario (Clapp et al., 2009). A partir de
este punto nos avocaremos a las vasoinhibinas derivadas de la PRL que han sido las

mas estudiadas.

Las vasoinhibinas inhiben la vascularizacién de la membrana corioalantoidea
(Struman et al., 1999), la cornea (Duenas et al., 1999), la retina (Aranda et al., 2005) y el
corazén (Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Su sobre-expresion por células de cancer de colon
(Bentzien et al., 2001) o de prostata (Kim et al., 2003) interfiere con la capacidad de estas
células para generar tumores vascularizados en ratones inmunosuprimidos. Asimismo, la
administracion de vasoinhibinas (Garcia et al., 2008) o su transferencia génica utilizando
adenovirus (Nguyen et al.,, 2011) o virus adenoasociados (Ramirez et al., 2011)

recombinantes reduce la retinopatia diabética experimental.



Las vasoinhibinas ejercen sus efectos a través de inhibir la proliferacion (D'Angelo
et al., 1999), supervivencia (Martini et al., 2000) y migracién (Lee et al., 1998; Lee et al.,
2007) de las células endoteliales (Clapp et al.,, 2006). Asimismo, las vasoinhibinas
reducen la dilatacion y permeabilidad de los vasos sanguineos (Clapp et al., 2009). Las
vasoinhibinas inhiben la sintesis de DNA en células endoteliales a través de reducir los
niveles de ciclinas B1 y D1, lo cual interfiere con la progresion del ciclo celular en las
fases de transicion GO/Gl y la G2/M (Tabruyn et al., 2005). Estas acciones
antiproliferativas involucran el bloqueo de la via de las MAPK a nivel de Ras (D'Angelo et
al., 1999) y la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico por inactivacion de la 6xido
nitrico sintasa endotelial (Gonzalez et al., 2004). Ademas, la disminucidn en la produccién
de oOxido nitrico por vasoinhibinas, inhibe la vasodilatacion y vasopermeabilidad
necesarias para la homeostasis vascular (Clapp et al., 2009). También se sabe que las
vasoinhibinas reducen la migracién endotelial a través de estimular al inhibidor del
activador de plasmindégeno (Lee et al., 1998). Por su parte, el efecto pro-apoptético de
las vasoinhibinas sobre el endotelio vascular involucra la activacion de las caspasas 1y
3 y la expresion de miembros de la familia proapoptotica de las Bcl-2 mediante

mecanismos dependientes de NFkB (Martini et al., 2000).

En apoyo a las acciones fisiol6gicas de las vasoinhibinas, se ha reportado su
presencia en la hipdfisis, la circulacion y en sitios donde la vascularizacion es restringida
0 ausente como la retina (Aranda et al., 2005), la cérnea (Duenas et al., 1999) y el
cartilago (Macotela et al., 2006). Ademas, las vasoinhibinas endégenas pueden participar
en mantener inhibida la vascularizacion de algunos de estos tejidos ya que su
inmunoneutralizacién se traduce en la proliferacion de nuevos vasos sanguineos en la

retina (Aranda et al., 2005) y en la cornea (Duenas et al., 1999).

Si bien se tienen evidencias claras de sus propiedades antiangiogénicas se
desconocen las posibles implicaciones funcionales de la diversidad estructural de las
vasoinhibinas. Las vasoinhibinas endogenas derivadas de la PRL comprenden
fragmentos amino-terminales de la hormona que varian de tamafio en funcion de la
proteasa que las genera. Asi se conoce que la catepsina D corta a la PRL a nivel de los
aminoacidos 132, 147 y 150 generando vasoinhibinas de 15, 16.5 y 17 kDa,
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respectivamente (Piwnica et al., 2004). Por su parte, las metaloproteasas de matriz cortan
ala PRL entre los aminoacidos 155 y 156 lo que resulta en una vasoinhibina de 17.6 kDa
(Macotela et al., 2006) y la proteasa morfogenetica de hueso a nivel del aminoacido 159
aminoacidos generando a una vasoinhibina de 18 kDa (Ge et al., 2007). Si bien se conoce
que cada una de estas vasoinhibinas es biolégicamente activa, no se sabe si su tamafio

y estructura les confiere potencias o propiedades funcionales diferentes.

Los efectos antiangiogénicos llevaron a proponer el posible valor terapéutico de
las vasoinhibinas en enfermedades angiogénico-dependientes como el cancer y las
retinopatias vasoproliferativas y, por ende, a intentar producirlas en grandes cantidades.
Las primeras preparaciones de vasoinhibinas se obtuvieron tras la incubacion de una
preparacion estandar de PRL pura con una fraccion subcelular (lisosomal) proveniente
de la glandula mamaria de la rata. Para evitar la formacion de puentes disulfuro anémalos
intra- e inter- moleculares, se sometié a la vasoinhibina resultante a un proceso de
carbamido-metilacion del grupo SH- de la C® seguido de purificaciéon por cromatografia
de filtracibn en gel, didlisis y concentracion (Ferrara et al.,, 1991). La vasoinhibina
resultante fue biolégicamente activa, pero el procedimiento tuvo un rendimiento muy bajo
(menor al 10%) lo que hizo que este procedimiento fuera muy costoso. Con la intencién
de incrementar la disponibilidad de las vasoinhibinas a un menor costo se opté por su
produccion recombinante en bacterias. Para ello, se inserté un codén de paro en la
secuencia de la PRL en el sitio de la lisina 124 (K'?%) para la produccién de una
vasoinhibina de 123 aminoacidos (Clapp et al., 1993) o en la glicina 140 (G%°) para una
vasoinhibina de 139 aminoacidos (Struman et al., 1999) y en ambos casos se muté la C>®
por S°8 para evitar la formacién de puentes disulfuro anémalos. Las vasoinhibinas
recombinantes fueron solubilizadas de los cuerpos de inclusiéon de las bacterias y
purificadas mediante cromatografia en gel. Si bien estas preparaciones fueron
bioldgicamente activas, la presencia de endotoxinas contaminé su efecto bioldgico (Clapp
et al., 1993).

Para descartar la contaminacion con endotoxinas, se recurri6 a sistemas
heter6logos eucariontes, como las células de insecto. Estas células han probado su
efectividad para generar vasoinhibinas de 123 aminoacidos, con sustitucién de la C>® por

5



S%8, con actividad biol6gica (Galfione et al., 2003). Si bien la produccién recombinante de
vasoinhibinas produce cantidades suficientes para experimentos in vitro y algunos
experimentos in vivo, existe una alta variabilidad en la actividad biologica de los diferentes
lotes producidos que pudiera estar relacionada con las modificaciones estructurales

introducidas a la molécula.

Recientemente, en nuestro laboratorio se llevd a cabo un estudio preliminar en
células HEK293T en el cual se evalué el efecto de la modificaciéon de C>8 por S°® sobre
la secrecion y bioactividad de una vasoinhibina recombinante de 123 aminoacidos
(Cruces-Solis, 2011). En este estudio se observd que la vasoinhibina con S* se
secretaba de forma mas eficiente que la que contenia C8, pero parecia glicosilarse en
mayor proporcion. La idea de la glicosilacion se reforzé mediante el analisis in silico
donde se encontré que la incorporaciéon de la S introduce un nuevo sitio potencial de
glicosilacion en la molécula (Cruces-Solis, 2011). Se tienen resultados controversiales en
torno a la influencia de la glicosilacién de las vasoinhibinas. En nuestro laboratorio, una
observacion preliminar realizada en un solo experimento, mostré que la vasoinhibina con
la S°8 tiene una bioactividad menor que la que contiene la C>8 (Cruces-Solis, 2011). En
contraste, Piwnica y colaboradores no mostraron diferencias en la bioactividad de ambas
isoformas (Piwnica et al., 2004). Estos datos no son contradictorios cuando se tiene en
cuenta que en este Ultimo estudio se utilizaron células COS-7 para la produccién de
vasoinhibinas, una linea celular que tiene una actividad de glicosilacion menor que la de
las células HEK293T (Loignon et al., 2008; Piwnica et al., 2004).

En el presente trabajo comparamos la secrecion, glicosilacion y bioactividad de
vasoinhibinas recombinantes de dos tamafos diferentes (139 y 123 aminoacidos), con la
sustituciéon o no de la C% por S°8, expresadas en células HEK293T/17. Ademas,
evaluamos si la sustitucion de la C>8 por A% en la vasoinhibina de 139 aminoacidos
resulta en una mejor opcion que la S8 para evitar tanto la formacion de puentes disulfuro

anomalos como la excesiva glicosilacion.



. Justificacion

El avance en el conocimiento de la relacion estructura-funcion de las vasoinhibinas
recombinantes podria ayudar al estudio de sus efectos biol6gicos y terapéuticos. En
particular, el investigar caracteristicas moleculares que faciliten la secrecion y actividad
antiangiogénica de estos péptidos tiene implicaciones fundamentales para la generacion
de vectores virales capaces de transducirlas in vivo. Esta estrategia constituye una opcion
muy conveniente para la administracion sostenida de cantidades suficientes de
vasoinhibinas y, por ende, para estudiar sus efectos en modelos experimentales de
padecimientos angiogénico dependientes como los de cancer (Kim et al., 2003) y

retinopatia diabética (Ramirez et al., 2011).



IvV. Hipotesis

La sustitucién de la C por S°® incrementa la secrecion y glicosilacion de
vasoinhibinas recombinantes de 123 y 139 aminoacidos expresadas en células derivadas

de epitelio humano (HEK293T/17) pero reduce su bioactividad.

La sustitucion de la C8 por A% mejora la bioactividad de una vasoinhibina de 139

aminoacidos al no modificar la glicosilacién normal de la molécula.



V. Objetivos

Comparar la secrecion, glicosilacion y actividad biolégica de las vasoinhibinas de

123 aminoacidos con C% o S°8, y de 139 aminoacidos con C°8, S8 o A8



VL. Metodologia
VI.1. Construccion de vasoinhibina recombinante de 139

aminoacidos con A% e insercion en el vector de expresion pcDNA3

La vasoinhibina recombinante 139 A se clon6 a partir del cDNA de la prolactina
humana (PRL). Para este propoésito, se insertdé un codon de paro en la secuencia de la
PRL en el sitio de la glicina 140 (G'%°) para una vasoinhibina de 139 aminoacidos
(Struman et al., 1999). Se incluyeron los sitios de restriccion BamHI (5’-GGATCC-3’) y
Notl (5’-GCGGCCGC-3’) al principio y al final de la secuencia respectivamente. Se inserto
la secuencia Kozak silvestre de la PRL justo antes del codén de inicio (ATG). El
intercambio del codén C%8 por A%, se realiz6 con una mutacién puntual y con la técnica
de PCR. La construccion se insert6 en el vector de expresion pcDNAS, bajo el promotor
del citomegalovirus (CVM) (Figura 1). Las vasoinhibinas de 123 y 139 aminoacidos

conteniendo C%8 0 S%8, ya se tenian en el vector pcDNAS.

Se hicieron 2 reacciones de PCR por separado utilizando la el cDNA de la
prolactina como templado y los oligos hP-Koz-pC3-2 (5’-AAAAAGGATCCGCCACCA
TGAACATCAAAGGATCGCCATGG-3, forward) y 3'hPRL-C58A-2 (5-GAAGTCTGGG
CGCTGTTGATG-3, reverse) para el primer fragmento, y 5hPRL-C58A-1 (5'-ATCAA
CAGCGCCCACACTTCTT-3, forward) y el hPRL-16K-139 (5-AAAAAAGCGGCCG
CTTAAGGATGAACCTGGCTGACTAT-3). Posteriormente se mezclaron los productos
limpios de ambas reacciones y se corrieron otros 20 ciclos de PCR sin oligos, en el cual
ambos extremos de las moléculas en los que se insertd la mutacién se unieron a sus
complementarios y funcionaron como oligos. Posteriormente estos fragmentos se
amplificaron mediante una reaccion de PCR estandar con los oligos hP-Koz-pC3-2 y
hPRL-16K-139, el termociclador Mastercycler epgradient (Eppendof, Hamburgo,
Alemania). La reaccion se realizé en un volumen de 25 ul con JumpStart REDTaq PCR
ReadyMix (Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, USA). El total de la reaccion se corrio en un gel
de agarosa al 1% y las bandas del tamafio adecuado se cortaron y eluyeron del gel
mediante el estuche comercial Wizard SV Gel & PCR clean-up system (Promega;
Madison, USA).
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Figura 1. Representacion esquematica de los vectores usados en la
transfeccion de las células HEK293T/17. Todas las construcciones tienen el
promotor del citomegalovirus (CMV) y el sitio de poliadenilacion de la B-globina
(Poli A). La hormona prolactina humana (PRL) de 199 aminoacidos (aa) y los
diferentes tamafios de vasoinhibinas (139 aa y 123 aa) con C% S% o A%
contienen un péptido sefal de 28 aminoacidos. La proteina verde fluorescente
optimizada (eGFP) y la PRL fueron utilizadas como controles de transfeccion.

Tanto el producto de la reacciéon de PCR de la 139A, como el vector pcDNA3
fueron incubados con las enzimas de restriccion BamHI y Notl por 16 horas a 37°C.
Después, se separaron los fragmentos mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1% y se eluyeron las bandas de interés mediante el estuche comercial Wizard SV Gel &
PCR clean-up system (Promega, USA). Posteriormente se ligaron los fragmentos con el
vector pcDNAS3, en una proporciéon molar de 3 a 1 (inserto a vector) mediante una reaccion
de 10 pl de volumen final, en la que se incluyeron 200 Unidades de ligasa T4 (New
England Biolabs; Ipswich, USA) y 5 pl de buffer de ligacion 2x (132 mM Tris-HCL, pH7.6;
20 mM MgCI2, 2 mM ditiotreitol, 2 mM ATP, 15% polietilenglicol) (New England Biolabs,
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USA). Esta reaccion se incub6 por 16 h a 21°C. Posteriormente se transformaron
bacterias competentes XL-Blue (Stratagene; La Jolla, Ca. USA) con el total de reaccion
de ligacion y se sembraron en placas de agar con ampicilina (100ug/ml) a 37°C por 16h.
Se muestrearon las colonias presentes en la placa mediante PCR de colonias con el oligo
hP-Koz-pC3-2 (forward) y los oligos del tamafio correspondiente a la vasoinhibina
esperada  hPRL-16k-123  (5-AAAAAAGCGGCCGCTTAGGTTTGCTCCTCAATCT
CTAC-3’ reverse) y hPRL-16k-139 (reverse). Las colonias que fueron positivas se
crecieron para la extraccion de DNA plasmidico mediante el estuche comercial de
purificacion Qiagen Plasmid Kit (Qiagen; Hilden, Alemania). Después se analizaron los

plasmidos mediante patrones de restriccion y secuenciacion.

VI.2. Transfeccion de células HEK293T

Las células HEK293, son una linea celular humana derivada de epitelio renal
embrionario y han sido utilizadas ampliamente en estudios de expresion heterdloga de
proteinas (Thomas and Smart, 2005). Las células HEK293T son una modificacion de la
linea celular anterior a la que se inserto el gen del antigeno T del virus SV40. La expresion
de esta proteina favorece la replicaciéon episomal de los vectores de expresion que
ingresen a la célula y que contengan la secuencia del origen de replicacion de este virus.
De este modo se consigue una gran mejora en la eficiencia de transfeccion. La clona que
se utilizé para este estudio es la HEK293/17 que es una clona altamente transfectable
(ATCC, USA).

Se utiliz6 la técnica de transfeccion por fosfato de calcio. Las células se sembraron
48 h antes de la transfeccién a una densidad de 2 X 10° células por placa de 100 mm con
10 ml de medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino y antibiéticos. Tres
horas antes de la transfeccién se cambi6 el medio, por medio con cloroquina 10 uM para
hacer mas eficiente el proceso de transfeccion (Cruces-Solis, 2011). Para la solucion de
transfeccion se preparé una mezcla de 40 pg de plasmido de interés, 50 pl de cloruro de
calcio (2.5 M CaCl2), se ajusté a 500 ml con 1[H20]:2[0.1 M TE] y se le adicionaron gota
a gota 500 ul de buffer 2X HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) al mismo tiempo que

se introdujo aire a la mezcla con una pipeta por 1 minuto. Inmediatamente después se
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agrego la totalidad de la mezcla (1 ml) a la placa de manera homogénea. Después de 16
horas se cambié el medio para eliminar la alta concentracién de calcio que podria resultar
toxica para las células y se agregaron 5 ml de medio DMEM. Después de 48 horas se

recolecto el medio, se filtré (0.22 um), se alicuoto y se guardo a -20°C.

La eficiencia de transfeccion fue calculada mediante el método de
enmascaramiento (alto contraste) del software ADI (AnalyzingDigitallmages; Copyright
2003, 2009, 2012 by the Regents of the University of California); generando una relacion
de un enmascaramiento de las células transfectadas con eGFP, en campo claro y otro
de las mismas células bajo la luz en el espectro azul-violeta, en el cual se observa la

proteina verde fluorescente, lo cual permite saber el porcentaje de células transfectadas.

VIL.3. Extraccion de proteinas de las células transfectadas

A las 48 horas de la transfeccion, las células se lisaron y sus proteinas se
extrajeron con 400 pl de buffer RIPA [50 mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% Nonidet P-40, 0.1% SDS e inhibidor de proteasas P854 (Sigma-Aldrich, USA)]. La
monocapa de células se raspd con una espatula en presencia del buffer RIPA, se
homogenizo el lisado con un vortex y se incub6é 10 minutos a 4°C. Las muestras se

centrifugaron durante 10 minutos a 10,000 x g y se colect6 el sobrenadante.

1.1.SDS-PAGE Western blot

Las presencia de PRL y de las diferentes vasoinhibinas en los medios de cultivo y
en los lisados de células HEK293T/17 transfectadas con los respectivos cDNAs, se
analizé mediante SDS-PAGE Western blot. Se colectaron 5ml de Medio condicionado y
400 pl de Lisado. Se cargaron 37.5 ul de medio condicionado y lo equivalente en volumen
de lisado, 5.9 ul, en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturalizantes y
reductoras. Las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa
bajo una corriente de 25 V durante 37 minutos. Las membranas se bloquearon por 2
horas con buffer de fosfatos PBS con 1% detergente Tween 20 (Polyoxyethylene sorbitan
monolaurate) (PBST) y leche en polvo al 3% (Bio-Rad, USA) y
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Figura 2. Diagrama de la metodologia empleada evaluar la secrecién,
glicosilacion y bioactividad de las diferentes vasoinhibinas. Las diferentes
construcciones de vasoinhibinas se transfectaron mediante el método de fosfato
de calcio a células HEK293T/17. Al cabo de 48 horas, el medio condicionado se
recolecté y se prepard un lisado proteico de las células transfectadas. El medio
condicionado y el lisado fueron analizados mediante Western blot en condiciones
reductoras. El medio condicionado fue sometido a su vez a una deglicosilacién y
se analizé mediante Western blot. Ademas, se evalud la bioactividad del medio
condicionado mediante un ensayo de inhibicion de la proliferacion de células
endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC).

se incubaron por 16 h con el anticuerpo policlonal anti-PRL (CL-1) (Duenas et al.,
1999), a una concentracion de 1:500 y 1% de Albumina Bovina Sérica (ABS) en PBST.
A continuacion, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios respectivos
conjugados con fosfatasa alcalina a una concentracion de 1:5000 y finalmente se
revelaron utilizando el estuche comercial de revelado AP Conjugate Substrate Kit (Bio-
Rad, USA) (Aranda et al., 2005). La concentracién de las proteinas en el Western blot,

fue evaluada a través de un analisis densitométrico.

1.2.Deglicosilacién

La deglicosilacién de proteinas en el medio condicionado de células HEK293T/17
se llevd a cabo usando la enzima deglicosilasa PNGase-F (Peptide-N-Glycosidase F,
New England Biolabs Inc, Ipswich, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
desnaturalizaron 9 pl de medio condicionado de las células transfectadas (5% SDS, 0.4
M DTT) a 100°C por 10 minutos. Posteriormente se afiadieron: 4 uL de H20, 2 ul de buffer
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de fosfato de sodio 0.5 M, 2 ul de Nonidet P-40 al 10% y 1 pl de PNGase (500 U). La
mezcla se incub6 a 37°C por 1 hora. La totalidad de la reaccién fue analizada por SDS-
PAGE-Western blot.

I.3.Ensayo de proliferacion

Cultivos primarios de células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC)
obtenidos de acuerdo al método descrito (Cajero-Juarez et al., 2002), se sembraron a
una densidad de 3,500 células/pozo en placas de 48 pozos con 200 pl del medio de
cultivo F-12 HAM (Sigma-Aldrich, USA) adicionado con 10% suero fetal bovino vy
antibioticos. Su ciclo celular fue sincronizado y la proliferacion detenida mediante
incubacion por 24 horas en medio de cultivo con bajo suero (0.5%). Posteriormente, se
aumentd la concentracion del suero (10%) y se agregaron 40 ng/ml del factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) en presencia o ausencia de 100 ul de medio
condicionado obtenido de los cultivos de células HEK293T/17 transfectadas con vectores
que contienen el cDNA de vasoinhibinas. Veinticuatro horas después se agregaron 5 pCi
de 3H-timidina por pozo y 24 horas después, las células fueron lavadas tres veces con
acido tricloroacético al 5% y lisadas con 250 ul de NaOH 0.25 N. El volumen total del
lisado se transfirio a viales y se adicion6 con 5 ml de liquido de centelleo. Finalmente, se
determind la radioactividad asociada a la 3H-timidina (LS6500 Scintillation counter,
Beckman, Pasadena Ca. USA).
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VII. Resultados
1. Prediccion in silico de los sitios de glicosilacion debido a la

sustitucion de la C>8 por S5 o A%,

Mediante el programa NetGlyc 1.0 del Center for Biological Sequence Analysis
(www.cbs.dtu.dk) se analizé el potencial de N-glicosilacion de una vasoinhibina
recombinante de 123 aminoacidos conteniendo C o S en la posicion 58. Este analisis in
silico corroboré la informacién obtenida previamente (Cruces-Solis, 2011) de que la S°8
introduce un nuevo sitio potencial de glicosilacion en el residuo de N6 de la secuencia de
la vasoinhibina recombinante. La A% no muestra cambio en el patrén de glicosilacién con

respecto a la vasoinhibina con la C% endégena (Figura 3) .

11.2. Predicciéon in silico de cambios en la estructura secundaria

debido a la sustitucion de la C58 por S8 o A58,

Se evalud in silico la estructura secundaria de las vasoinhibinas 123 y 139
aminoacidos con C%, S% o A mediante el programa predictor SABLE
(http://sable.cchmc.org/) y se les visualizé con el programa Polyview-2D de la Universidad
de Cincinnati (http://polyview.cchmc.org/). El resultado de este andlisis revel6é que no
ocurren cambios significativos en la estructura secundaria de las vasoinhibinas de 123y
139 aminoécidos con las distintas mutaciones (Figura 4).

11.3. Transfeccion de vasoinhibinas recombinantes

Las células HEK293T/17 fueron transfectadas mediante el método de fosfato de
calcio con una concentracion de 4 ug/ml de plasmido conteniendo la construccion de
eGFP. La eficiencia de transfeccion se estimo a través de evaluar la fluorescencia directa
debida a la GFP en un total de 4 imagenes provenientes de experimentos independientes
por el método de enmascaramiento (alto contraste) usando el software ADI (Analyzing
Digital Images; University of California). Con este método el total de las células
visualizadas en campo claro y las zonas verdes (visualizadas bajo el microscopio de

fluorescencia), se convierten en areas claras cuantificables (Figura 5). La comparacion
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de ambas areas permite obtener una aproximacion de la proporcién de las células
transfectadas con respecto al total de las células cultivadas. Bajo estas condiciones se

estimo que la eficiencia de transfeccion fue mayor al 85%.
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Figura 3. La S%, y no asi la A%, genera un nuevo sitio potencial de
glicosilacion en las vasoinhibinas. Resultado de analisis in silico del potencial
de N-glicosilacién en la secuencia de una vasoinhibina recombinante de 123
amino&cidos conteniendo C, S o A en la posicién 58, mediante el programa
NetGlyc 1.0. Las lineas de color azul muestran el sitio potencial de glicosilacion
en los aminoacidos correspondientes a la secuencia indicada en el eje X, y su
potencial grado de glicosilacion (eje Y). La linea roja marca el umbral de
glicosilacion.
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Figura 4. El cambio de aminoacido en la posicion 58 no modifica la
estructura secundaria estimada in silico de las vasoinhibinas
recombinantes. Resultado de analisis in silico de la estructura secundaria de las
vasoinhibinas recombinantes con C%, S o A% mediante el programa predictor
SABLE (http://sable.cchmc.org/) visualizadas con el programa Polyview-2D de la
Universidad de Cincinnati (http://polyview.cchmc.org/). Se muestra la secuencia
primaria de cada una de las vasoinhibinas (123 y 139 amino&cidos con las
diferentes mutaciones) y un acercamiento a los aminoacidos adyacentes al
aminoacido 58 (amarillo). Debajo de la secuencia de aminoacidos se indica la
prediccion de estructura secundaria (o-hélices, B-plegamientos, asas), la
accesibilidad relativa a solventes (RSA) y el nivel de confianza de las predicciones.
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Figura 5. Transfeccion de las células HEK293T/17 con el plasmido que
contiene la proteina verde fluorescente GFP. Vista representativa de campo
claro de las células HEK293T/17 transfectadas con GFP con fosfato de calcio
(panel sup. izg.) y su fluorescencia al exponerlas a luz de 395nm (panel sup. der.).
Imagenes de alto contraste (enmascaramiento) de las imagenes de campo claro
(panel inf. izq.) y fluorescencia (panel inf. der.), donde las é&reas blancas
corresponden al area total de células y al &rea de células transfectadas,
respectivamente.

11.4. Efecto de la sustitucion del aminoacido 58 sobre la produccion

y secrecion de las vasoinhibinas recombinantes

Las secuencias de vasoinhibinas recombinantes de 139 y 123 aminoé&cidos con
C®8, S58 o A%8 se clonaron en el vector pcDNA3 bajo el promotor de CMV (Figura 1). El
cDNA de PRL se clon6 en el mismo vector y se utiliz6 como control positivo de produccién
y secrecién. Estas construcciones se transfectaron transitoriamente en células
HEK293T/17 y se compard la cantidad de vasoinhibinas presentes en los lisados
celulares y medios condicionados por Western blot. En la Figura 6 se muestra un Western

blot representativo del lisado y del medio condicionado de las diferentes transfecciones.
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Figura 6. La secrecion de vasoinhibinas recombinantes se incrementa con
la sustitucion de C% por S%, y la secrecion es similar entre las vasoinhibinas
de 139 aa que contienen C% y A%, Western blot representativo del lisado celular
y del medio condicionado de las células HEK293T/17 transfectadas con el cDNA
de la PRL (carril 1), sin transfectar (carril 3), o transfectadas con el cDNA de las
vasoinhibinas (Vi) de 139 aa (carriles 4, 5, 6) o de 123 aa (7, 8). Se incluye un
estandar (Std) de Vi de 16KDa (carril 2). Como control de carga de los lisados
celulares se revel6 a la B-tubulina (panel superior). Los numeros a la izquierda
denotan las posiciones de marcadores de peso molecular. Se cargaron

En los lisados de células transfectadas con el cDNA de la PRL se observa una
banda inmunoreactiva con el tamafio esperado de 23 kDa. Los lisados de células
transfectadas con los cDNA de vasoinhibinas de 139 aminoacidos presentaron bandas
inmunorreactivas predominantes de 15 y 18 KDa, mientras que la transfecciéon de las
vasoinhibinas de 123 aminoacidos se asocié con proteinas inmunorreactivas
predominantes de 14 y 17 aminoacidos (Figura 6). En los lisados celulares, se observa
una reducciéon en la concentracién de vasoinhibinas con S8, con respecto a las que
contienen C% 0 A%, En los medios condicionados, ademas de los tamafios mencionados,
se observan bandas con una migracion menor de 25 kDa para la PRL y menor de 18 kDa

para las vasoinhibinas. Es de notar que el niumero de bandas de baja migracion en el
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medio es mayor para las vasoinhibinas con S%8. Por otra parte, se puede apreciar que en
estos medios condicionados la cantidad de vasoinhibinas con S°8 es notablemente mayor
que la de las vasoinhibinas con C°8 0 con A% en las vasoinhibinas de 139 aminoécidos.
Es importante notar que al igual que para las vasoinhibinas de 139 aminoéacidos, la
vasoinhibina de 123 kDa con C®8 se encuentra mas concentrada en los lisados celulares
que la vasoinhibina con S®8. Sin embargo, entre dichas vasoinhibinas no se observa una
diferencia tan notable en el medio condicionado como la que se observa con las

vasoinhibinas de 139 kDa.

I1.5. La S% aumenta la glicosilacion de las vasoinhibinas

recombinantes

Con el objetivo de determinar si las vasoinhibinas de mayor tamafio corresponden
a isoformas glicosiladas de estos péptidos, los medios condicionados se sometieron a
una N-deglicosilacién mediante incubacion con la enzima deglicosilasa (PNGase-F) y se
analizaron mediante Western blot. En la Figura 7A se corrobora que, en ausencia de
deglicosilacioén, la vasoinhibina de 123 con C> mas abundante en el medio condicionado
tiene el peso molecular de 14 kDa, mientras que la que contiene S esta principalmente
conformada por isoformas con un peso molecular mayor a 16 kDa. Algo similar ocurre
para las vasoinhibinas de 139 aa donde el tamafio esperado es de 15.6 kDa. En todos
los casos, el tratamiento con la deglicosilasa elimina las bandas de peso molecular mayor
al esperado indicando que todas ellas corresponden a formas glicosiladas de
vasoinhibinas y, por ende, que la sustitucion de la C%8 por S°8 favorece la glicosilacion de
estas proteinas (Figura 7A). Asimismo, cabe sefalar que después de la deglicosilacion,
las bandas detectadas confirman el tamafio esperado en base a su composicidon
aminoacidica, ~13.93 kDa para las vasoinhibinas de 123 y ~15.66 kDa para las

vasoinhibinas de 139 (Figura 7B).
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Figura 7. Las vasoinhibinas con S* son glicosiladas mas eficientemente que
aquellas con C% o A58 Deglicosilacion con PNGase-F de 9ul medios
condicionados de las células HEK293T/17 transfectadas con las diferentes
construcciones de vasoinhibinas recombinantes. A. El primer gel muestra las
vasoinhibinas de 123 aminoacidos con C%8 0 S*8 sin (-) o con (+) la incubacién con
la enzima PNGase . El segundo gel muestra las vasoinhibinas de 139 aminoacidos

con C%8, S% o A%, Sin y con la incubaciéon con la enzima deglicosilasa.
Diferencia de migracion de las vasoinhibinas 123S y 139S deglicosiladas.

I1.6.

con el cambio de C a S en la posicion 58

Se analiz6 la actividad anti-angiogénica de las vasoinhibinas secretadas el medio
condicionado de las células HEK293T/17 mediante el ensayo de proliferacion de células

BUVEC estimuladas con el factor pro-angiogénico bFGF. Como control negativo se utilizo

medio condicionado de HEK293T/17 sin transfectar (CTL-).

En la Figura 8 se puede observar que el medio condicionado de las células
HEK293T/17 sin transfectar (CTL-) estimula la proliferacion de las células endoteliales en
comparacion al bFGF solo. Dada esta diferencia, tomamos al CTL- como referencia para
comparar los efectos de los medios condicionados de las células transfectadas con las
distintas vasoinhibinas. Encontramos que los medios que contienen las vasoinhibinas de
123 aa con C%® (123C) y S*8 (123S) y las de 139 aa con C®8 (139C) y A%8 (139A) inhiben
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significativamente la proliferacion de las células BUVEC, mientras que el medio con la
vasoinhibina de 139 aa con S® (139S) no tiene efecto. Cabe mencionar que la
vasoinhibina de 123 con S° muestra un efecto significativamente menor que su

contraparte con C®8,
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Figura 8. La mutacion S reduce la actividad antiangiogénica de las
vasoinhibinas recombinantes presentes en el medio condicionado.
Proliferacion de células BUVEC estimuladas con bFGF y tratadas con el medio
condicionado (MC) de células HEK293T/17 transfectadas con las diferentes
construcciones de vasoinhibinas. Los valores son promedio + SEM. El nimero de
experimentos independientes se encuentra indicado adentro de cada columna.
Neg-, sin MC; Neg+, bFGF sin MC; Ctl-, MC de células HEK293T/17 sin
transfectar; 123C, MC de células HEK293T/17 transfectadas con el cDNA de la
vasoinhibina 123C®8; 123S, MC de células HEK293T/17 transfectadas con el
cDNA de la vasoinhibina 123S%8; 139C, MC de células HEK293T/17 transfectadas
con el cDNA de la vasoinhibina 139C®8; 139S, MC de células HEK293T/17
transfectadas con el cDNA de la vasoinhibina 139S%; 139A, MC de células
HEK293T/17 transfectadas con el cDNA de la vasoinhibina 139A%. Sefalar que
el Ctl- es significativamente mayor que el Neg+.
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Para comparar la potencia bioldgica de las vasoinhibinas de 123 aminoécidos,
estimamos su concentraciébn en el medio condicionado mediante Western blot y
densitometria. Para esto, deglicosilamos los medios condicionados de manera que se
pudiera cuantificar facilmente el total de la vasoinhibina producida y estimamos los ug de
proteina correspondientes a su valor densitométrico tomando como referencia una curva
estandar de PRL elaborada con concentraciones conocidas de PRL en el mismo blot
(Figura 9A). La vasoinhibina 123 amino&cidos con C®°8 (123C) tuvo una concentracion
estimada de 1.05 ug/ml en el MC y la de 123 con S°8 (123S) de 2.40 ug/ml, es decir una
concentracion 2.3 veces mayor que la que contiene C%. Aun asi, la actividad
antiangiogénica de la vasoinhibina de 123 con C®8 fue significativamente mayor que la de
su contraparte con S* (Figura 8). Esto indica que la sustitucion de la C%8 por la S°8
interfiere con la actividad antiangiogénica de las vasoinhibinas de 123 aminoé&cidos
probablemente debido a que le confiere un mayor grado de glicosilacion.

Para caracterizar mejor estos hallazgos, evaluamos el efecto dosis respuesta de
las dos vasoinhibinas de 123 aminoacidos sobre la proliferacion de las células
endoteliales en cultivo (Figura 9B). Encontramos que los medios condicionados
conteniendo la vasoinhibinas con C% y S%8 inhiben la proliferacién endotelial en forma
dependiente de la dosis (volumen de medio condicionado). Ademas, observamos que la
vasoinhibina con C%8 es mas potente que su contraparte con S°. Esto es claro cuando
se emplea el menor volumen de medio condicionado (5 ul) de la vasoinhibina con S8, la
cual no tiene diferencia contra el control. Incluso con los volimenes mayores (20 y 100
ul), donde a pesar de que no hay diferencias significativas entre las vasoinhibinas de 123
aminoacidos con C®% y S%, |a vasoinhibina con S% se encuentra 2.3 veces mas

concentrada que la que contiene la cisteina endogena.

Posteriormente, se busco cuantificar la concentracion de vasoinhibinas de 139
aminoacidos en medios condicionados deglicosilados, sin embargo este procedimiento
diluye la muestra y no fue posible detectar a las vasoinhibinas con C% (139C) y A58 (139A)
en el mismo Western blot. La vasoinhibina con S5 (139S) se encuentra mas concentrada

y se le pudo estimar una concentracion de 36.9 ug/ml (Figura 10A). A pesar de estas
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limitaciones, fue posible observar el comportamiento dosis-respuesta de los medios
condicionados conteniendo las tres vasoinhibinas sobre la proliferacion endotelial (Figura
10B) y resulta muy evidente que la vasoinhibina de 139 aminoacidos con S8, que es la
mas concentrada, tiene menor actividad antiangiogénica en las tres dosis utilizadas con

respecto a los medios condicionados conteniendo las vasoinhibinas con C% y A%,
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Figura 9. La S*®® disminuye la potencia antiangiogénica de las vasoinhibinas
recombinantes de 123 aminoacidos. (A) Cuantificacion por densitometria de
vasoinhibinas recombinantes de 123 aminoacidos con C%8 (123C) o con S°8 (123S)
presentes en el medio condicionado (MC) de células HEK293T/17 transfectadas
con los plasmidos correspondientes. Los MC fueron deglicosilados mediante su
incubacién con N-declicosilasa-F (PNGase) y los valores densitométricos de la
banda inmunorreactiva de 14 kDa (tamafio esperado del producto de la traduccion
del cDNA de la vasoinhibina de 123 aminoacidos) presente en 9 ul del MC fueron
convertidos a pg utilizando una curva estandar con concentraciones conocidas de
PRL procesada en el mismo blot. La INT (intensity units)*mm2 (suma de las
intensidades de pixeles dentro de un area multiplicado por el &rea del pixel) guarda
una correlacién directa con las concentraciones de PRL Y la interpolacion en la
curva estandar de las INT*mm2 de las vasoinhibinas definié concentraciones de
1.05y de 2.4 pug/ml para la de 123 aa con C*® y S*8, respectivamente. (B) Efecto
dosis-respuesta del MC conteniendo vasoinhibinas con C*® o S* sobre la
proliferacion de células endoteliales en cultivo. NEG control basal de proliferacion
con bFGF. Las CPM indican la cantidad de [*H] timidina incorporada al DNA
celular. Se indican los ul del MC y su correspondiente cantidad de vasoinhibinas
(ng) estimada como se indica en (A). Los valores son promedio + SEM de 3
experimentos independientes.
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Figura 10. La S®® disminuye la potencia antiangiogénica de las vasoinhibinas
recombinantes de 139 aminoacidos. (A) Cuantificacion por densitometria de las
vasoinhibinas recombinantes de 139 aminoacidos con C%8 (139C), con S°8 (139S)
0 con A% (139A) presentes en el medio condicionado (MC) de células
HEK293T/17 transfectadas con los plasmidos correspondientes. Los MC fueron
deglicosilados mediante su incubacién con N-declicosilasa-F (PNGase) y los
valores densitométricos de la banda inmunorreactiva de 16 kDa (tamafio esperado
del producto de la traduccion del cDNA de la vasoinhibina de 139 aminoécidos)
presente en 9 ul del MC fueron convertidos a ug utilizando una curva estandar con
concentraciones conocidas de PRL procesada en el mismo blot. La INT(intensity
units)*mm2 (suma de las intensidades de pixeles dentro de un area multiplicado
por el area del pixel) guarda una correlacion directa con las concentraciones de
PRL y la interpolacion en la curva estandar de los INT*mm2 de la vasoinhibina S%8
definié una concentracion de 36.9 ug/ml. Las vasoinhibinas con C58 y A no fueron
detectadas. (B) Efecto dosis-respuesta del MC conteniendo vasoinhibinas con C®8,
S%8 y A8 sobre la proliferacion de células endoteliales en cultivo. NEG control
basal de prolifieracion con bFGF. Las CPM indican la cantidad de [*H] timidina
incorporada al DNA celular. Los valores son promedio + SEM de 3 experimentos
independientes.
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VIII. Discusion

Actualmente existe un gran interés por el estudio de factores que regulan la
angiogénesis, y en particular por aquellos que la inhiben. Entre estos ultimos, las
vasoinhibinas derivadas de la PRL tienen potencial terapéutico en enfermedades que
involucran una vascularizacion excesiva como el céncer, la artritis reumatoide y la
retinopatia diabética (Clapp et al., 2006; Clapp et al., 2009). Si bien existen evidencias
claras de sus propiedades antiangiogénicas, se desconocen las posibles implicaciones
funcionales de la diversidad estructural de las vasoinhibinas, lo cual es fundamental para
el estudio de las acciones fisiologicas de estos péptidos y para su desarrollo como

agentes terapéuticos.

La necesidad de obtener vasoinhibinas en grandes cantidades derivd en la
generacion recombinante de estos péptidos. Las vasoinhibinas recombinantes usadas en
diversos trabajos, han mostrado tener actividad antiangiogénica (Clapp et al., 1993;
Galfione et al., 2003; Struman et al., 1999; Tabruyn et al., 2003), pero no existe un estudio
comparativo que muestre posibles diferencias en la secrecion y bioactividad de las
diferentes vasoinhibinas generadas. Para esta aproximacion es importante tener en
cuenta que la transcripcion y traduccion celular de estos péptidos es anormal ya que en
la naturaleza las vasoinhibinas solamente se producen a través de la protedlisis
enzimatica de hormonas precursoras. Por lo tanto, es probable que durante la produccion
recombinante, el procesamiento postraduccional y plegado de las vasoinhibinas, existan
alteraciones estructurales capaces de interferir con su bioactividad y con su secrecion
(Kopito, 2000). Al respecto, también hay que considerar que los péptidos recombinantes
no tienen necesariamente el tamafio de las vasoinhibinas enddégenas pues fueron
disefiados antes que se conocieran las proteasas responsables y sus sitios de corte en
la molécula de PRL. Adicional a esto, la cisteina en la posicion 58 (C%8) se cambia
comunmente a serina (S°8) con el fin de evitar la formacion de puentes disulfuro anémalos
y agregados moleculares que resulten en una actividad antiangiogénica inestable (Clapp
et al., 1993). No obstante, el hecho de que las proteinas endégenas conservan la C%8y

que los lotes con la mutacidn a serina siguen presentando variaciones en su actividad ha
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dejado clara la necesidad de estudiar mejor la relacion estructura- funciéon de las

vasoinhibinas recombinantes.

Con respecto a la generacion de vasoinhibinas bajo condiciones fisiologicas, cabe
sefalar que se desconoce dénde ocurre la protedlisis de la PRL hacia vasoinhibinas en
el entorno tisular. Se ha propuesto que la catepsina D procesa a la PRL en los granulos
de secrecion de las células hipofisiarias productoras de esta hormona (lactotropos). Se
mostro que la catepsina D esta presente en el 25% de estos granulos (Cruz-Soto et al.,
2009) y se conoce que el pH en el interior de los mismos es &cido (pH 5.5) (Lorenson et
al., 1984) y, por ende, corresponde al requerido para la accién de la catepsina D (Liaudet-
Coopman et al., 2006). También se ha propuesto que las metaloproteasas de matriz que
actian a un pH neutro pueden procesar a la PRL en el espacio extracelular de sus células
blanco (Macotela et al., 2006). Una gran interrogante de particular importancia para esta
tesis se refiere a si, bajo condiciones fisiolégicas, las vasoinhibinas mantienen o no la C>®
reducida o si ésta se oxida formando puentes disulfuro intra- e inter-moleculares. Al
respecto, se ha mostrado que la PRL se empaqueta en los granulos de secrecion de los
lactotropos formando agregados por puentes disulfuro y que dichos granulos de
secrecion contienen una reductasa capaz de reducir los agregados a mondémeros de PRL
durante el proceso de exocitosis cuando el pH mas alto del medio extracelular favorece
la accion de estas enzimas (Lorenson et al., 1984). Por otra parte, se conoce que en el
medio extracelular las metaloproteasas de matriz actlian en conjunto con reductasas para
generar factores antiangiogénicos que derivan de otras proteinas precursoras, como es
la angiostatina (Stathakis et al., 1999). Por lo tanto, es posible que condiciones reductoras
en el ambiente celular donde se generan las vasoinhibinas favorezcan el estado reducido
de la C%8.

En este estudio se compararon por primera vez bajo las mismas condiciones a las
vasoinhibinas recombinantes de 123 y 139 aminoacidos y se analizaron posibles
consecuencias funcionales de la mutacion de la C%. El objetivo de este estudio fue
determinar cual es la vasoinhibina con mayor secrecion y actividad antiangiogénica. Todo

esto con el fin a mediano plazo de llevar a cabo estudios in vivo utilizando vectores virales
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capaces de transducir a la vasoinhibina de mayor potencial en modelos experimentales
de padecimientos angiogénico-dependientes.

Nuestro trabajo demostré que la sustitucion de la C°8 por S°8 aumenta la secrecion
de las vasoinhibinas recombinantes de 123 y 139 aminoacidos (Figura 6). Asi, en los
medios condicionados se observé una mayor proporcion de vasoinhibinas con S° que
las que contienen C%8 0 A% y esta diferencia se asocié con su menor concentracion en
los lisados celulares con respecto a la de las otras dos vasoinhibinas. Queda por
determinar si la cantidad total de las vasoinhibinas producidas se altera de acuerdo a las
diferentes modificaciones introducidas en la molécula. Estudios en proceso estan
determinando la concentracion total de dichas moléculas después de su deglicosilacion
tanto en el medio como en los lisados celulares. También es importante cuantificar el
MRNA de las distintas construcciones de vasoinhibinas para confirmar que no existen
cambios a nivel transcripcional. Con estas evidencias corroboramos los hallazgos
previos (Cruces-Solis, 2011) que indicaban que las vasoinhibinas con S°8 se secretan

con mayor eficiencia que aquellas que contienen C®8,

Si bien la mayor secrecién de las vasoinhibinas recombinantes con S°8 representa
una ventaja para el estudio de sus efectos, las observaciones previas (Cruces-Solis,
2011) habian mostrado que las vasoinhibinas con S°8 tienen una bioactividad menor que
las que contienen la C%8. Nuestro trabajo confirmé estas observaciones al mostrar que
los medios condicionados que contenian vasoinhibinas con S%8 tenian menor efecto
inhibitorio sobre la proliferacion de células endoteliales en cultivo en relacion a las
vasoinhibinas con C%8. Esta diferencia es alin mas marcada cuando se considera que la
vasoinhibina de 123 aminoéacidos con S8 se encuentran 2.3 veces mas concentrada que
la silvestre (C®8). Incluso la vasoinhibina de 139 aminoacidos con S° con una
concentracion en el medio condicionado de por lo menos 4 veces mas que la vasoinhibina
silvestre, no mostrd efectos inhibitorios sobre la proliferacion endotelial. Asi, a pesar de
que las vasoinhibinas con la S°® estaban en concentraciones mas altas que las de las
vasoinhibinas con C%8, se requirieron volimenes mayores de los medios condicionados

qgue las contenian para lograr una inhibicion similar a la obtenida con medios
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condicionados conteniendo a las vasoinhibinas con C®8, Estos resultados indican la que
la S®8interfiere en la bioactividad de las vasoinhibinas.

Previamente en el laboratorio se demostré6 que al mutar la C>® a serina se
incorporaba un sitio de glicosilacion a la molécula y se especulé que probablemente una
mayor glicosilacion seria la causante de la pérdida de bioactividad. Nosotros
corroboramos que existia una mayor glicosilacién en las vasoinhibinas con S° debido a
gue estas migraban con pesos moleculares aparentemente mayores. La menor migracion
de estas vasoinhibinas no podia atribuirse a su agregacion a través de puentes disulfuro
intermoleculares, dado que las proteinas del medio condicionado se analizaron en
Western blots bajo condiciones reductoras. Por otra parte, el tratamiento del medio
condicionado con la enzima deglicosilasa hizo que las vasoinhibinas migraran con el peso
molecular esperado (14 kDa para la vasoinhibina de 123 aminoéacidos y 15.6 kDa para la
de 139 amino&cidos), con lo cual confirmé que la mutacién a S° se correlaciona con una

mayor glicosilacion de la molécula.

La mayor glicosilacion de las vasoinhibinas con la S8 parece ser potenciada en la
linea celular HEK293, ya que se sabe que estas células poseen una mayor capacidad de
glicosilacién (Loignon et al., 2008). Piwnica y colaboradores en el 2004 generaron
vasoinhibinas recombinantes de 132, 147 y 150 aminoacidos en células COS-7 y todas
ellas inhibieron la proliferacion de celulas endoteliales en cultivo. La actividad biologica
de dichas vasoinhibinas pudo verse favorecida por su expresion en células COS-7 que
se conoce tiene menor capacidad de glicosilacidon que las células HEK293 (Piwnica et al.,
2004). Sin embargo, Kim y colaboradores mediante transduccién por adenovirus
generaron vasoinhibinas de 123 aminoacidos con C%8 o con S%8 en las lineas de células
de cancer de prostata DU145 y PC3. La mutacion a serina también se asoci6 con la
presencia de isoformas de mayor peso molecular, si bien en menor proporciéon que las
detectadas en nuestro trabajo (Kim et al., 2003), dichas isoformas mostraron una mayor
secrecion al medio que podria atribuirse a una mayor glicosilacion. Pese a esto, las
vasoinhibinas con C° o S°8 no mostraron diferencias en la inhibicién de la proliferacion
de células endoteliales en cultivo. Aunque es posible que la diferente bioactividad entre

dichas vasoinhibinas demostrada por nosotros pudiera deberse a un patrén de
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glicosilacion diferente en las células HEK293 con respecto a las células COS-7, los
estudios mencionados dejan abiertas interrogantes sobre la implicacion funcional de la

glicosilaciéon de las vasoinhibinas.

Por otra parte, se sabe que la glicosilacion es una modificacion post-traduccional
que favorece la secrecion de las proteinas debido a que previene la formacion de
agregados proteicos (Sagt et al., 2000). Por lo tanto, la mayor glicosilaciéon debida a la
S%8 podria explicar nuestra observacion de que las vasoinhibinas con S° se secretan al
medio condicionado en mayor proporcién. Sin embargo, la mayor secrecion de las
vasoinhibinas con S° no parece representar una ventaja para su generacion
recombinante dado que su mayor glicosilacion parece interferir con la bioactividad de
estos péptidos. Nuevos experimentos deben investigar si la transduccion de cultivos
primarios de células normales, por ejemplo, células endoteliales, con las vasoinhibinas
conteniendo a la S° también resultan en una mayor secrecién y con una glicosilacién
incrementada capaz de interferir con sus propiedades biologicas. Estos estudios se
facilitaran mediante la introduccion del cDNA de dichas vasoinhibinas en vectores virales

(por ejemplo lentivirus) que transducen eficientemente cualquier tipo celular.

De acuerdo a las consideraciones anteriores aun no podemos descartar el uso de
las vasoinhibinas que contengan S° como opcién para su produccién recombinante. Sin
embargo, dadas las limitaciones asociadas a la S®® y la pertinencia de intentar bloquear
la formacion de puentes disulfuro andmalos, procedimos a bloquear la cisteina endégena
con alanina, un aminoacido no polar y estéricamente pequefio, que al sustituir a la C%8 se
evita la formaciébn de puentes disulfuro anormales, la excesiva glicosilacion y
modificaciones a la estructura secundaria de la proteina. Esta vasoinhibina mostré un
patrén de produccion y secrecion similar al de la vasoinhibina con la C%8. Queda pendiente
determinar con precision su potencia biolégica. Nuestro estudio preliminar mostré que
incluso cuando la vasoinhibina de 139 aminoacidos con la A% era indetectable en el
medio condicionado, dicho medio mostro propiedades antiangiogénicas. El tratamiento
con tan sélo 5 ul de medio condicionado tuvo un efecto inhibitorio sobre la proliferacion
endotelial. Este mismo volumen de los medios condicionados conteniendo a las

vasoinhibinas de 139 aminoacidos con C%8 o con S°® no modificé la proliferacién endotelial

34



con respecto al control negativo incubado con el medio condicionado de células no
transfectadas. Falta evaluar la sustitucién de la C® por A% en la vasoinhibina de 123
aminoacidos. Debido a una mutacién introducida a la secuencia en el proceso de clonaje
no se logré obtener la construccion de esta vasoinhibina. No obstante tanto la
vasoinhibina de 123 como la de 139 aminoacidos con C® muestran secreciones y
actividades bioldgicas comparables por lo que se espera que la incorporacién de la

alanina funcione en forma equivalente para ambas vasoinhibinas.

En resumen, encontramos que isoformas de vasoinhibinas de 123 y 139
aminoacidos conteniendo C®8, S o A58, difieren en su secrecion, glicosilacion y
bioactividad cuando se producen en células HEK293T/17. Cabe reiterar que si bien estas
células presentan ventajas debidas a su alta capacidad de transfeccién presentan como
limitacién su habilidad incrementada para glicosilar a las proteinas recombinantes
(Hershkovitz et al., 2008). Sin embargo, estas células nos permitieron evidenciar que la
mutacion puntual a S>® en la secuencia primaria de las vasoinhibinas resulta en su mayor
glicosilacion y secrecién. También mostramos que las vasoinhibinas con C> o A
presentan patrones similares de secrecion y glicosilacion. Queda por determinar si la
sustitucion por alanina representa ventajas en bioactividad. Nuestros hallazgos deberan
ser corroborados a través de la transfeccion de cultivos primarios de células similares a
las que seran transducidas in vivo. Para esto sera de gran ayuda contar con vectores
virales conteniendo las diferentes construcciones de vasoinhibinas que permitan

transducir de manera eficiente cualquier tipo celular.

IX. Conclusiones
IvV.1. La sustitucion de la C> por S°8 incrementa la secrecion vy
glicosilacion de vasoinhibinas e interfiere con las propiedades anti-
angiogénicas de estos péptidos.
IvV.2. La sustitucion por A% parece no alterar el patréon de glicosilacion
normal de una vasoinhibina de 139 aminoacidos en condiciones reductoras

y podria incrementar su potencia antiangiogénica.
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VI. Lista de Abreviaturas

*H
123C
123S
139C
139S
139A
A58

aa
bFGF
BMP-1
BUVEC
C58
CmMvV
COS-7
DMEM
eGFP
GH
HEK?293T/17

MAPK
MMPs
NSG
NFxB

O/N

PBST

PCR

PRL

RIPA

S58

SDS-PAGE WB

Tritio

Vasoinhibina de 123 aa con cisteina en la posicion 58
Vasoinhibina de 123 aa con serina en la posicion 58
Vasoinhibina de 139 aa con cisteina en la posicion 58
Vasoinhibina de 139 aa con serina en la posicion 58
Vasoinhibina de 139 aa con alanina en la posicién 58
Alanina en la posicién 58

aminoéacidos

Factor de crecimiento de fibroblastos basico

Proteasa morfogenética del hueso

Células endoteliales venosas umbilicales bovinas

Cisteina en la posicién 58

Promotor del citomegalovirus

Célula CV-1 (rifidn de mono) tipo fibroblasto, transformada
Medio Eagle Modificado de Dulbecco

Proteina verde fluorescente optimizada

Hormona de crecimiento

Células de Epitelio Renal humano inmortalizadas y altamente
transfectables

Proteinas quinasas activadas por mitdgeno
Metaloproteasas de matriz

asparagina posicion 56

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

Toda la noche

Buffer de Fosfatos con Tween 20

Reaccion en cadena de la polimerasa

Prolactina

Solucién de ensayo de radio-inmunoprecipitacion

Serina en la posicién 58

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras
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