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Resumen

La vasoinhibina es una familia de péptidos antiangiogénicos con masas moleculares que
varian desde 9 hasta 18 kiloDaltones (kDa) generados por el procesamiento proteolitico
de la hormona prolactina (PRL), y que tienen implicaciones terapéuticas en la retinopatia
diabética, la cardiomiopatia del postparto y el cancer. Ademas, la vasoinhibina tiene
efectos profibrinoliticos con repercusiones en la hemostasia y en las enfermedades
trombdticas. La trombina es una proteasa, perteneciente al grupo de las serin
endopeptidasas, que procesa al fibrinbgeno hacia fibrina, un componente esencial del
coagulo sanguineo. En este trabajo investigamos si la trombina procesa a la PRL hacia
vasoinhibina como un posible mecanismo de regulacion de la hemostasia y la
angiogénesis. La PRL se incub6 con trombina y los productos de su protedlisis se
analizaron mediante Western blot, espectrometria de masas, purificacion por HPLC y
bioactividad. La unién arginina (R)-glicina (G) es un sitio de corte consenso de la trombina
y nosotros encontramos que la trombina corta a la PRL a nivel de R48-G49 y R103-G104,
lo que genera dos fragmentos N-terminales de 6 y 11 kDa, respectivamente. Estos
fragmentos comprenden los residuos 1 al 48 y 1 al 103 de la PRL y fueron capaces de
inhibir la proliferacion y migracién de células endoteliales en cultivo. Nuestros hallazgos
extienden la familia de la vasoinhibina a proteinas mas pequefias que 9 kDa y afiaden a
la trombina a la lista de proteasas capaces de generar a la vasoinhibina. Futuros estudios
deberan enfocarse en caracterizar la presencia endégena, los efectos y las potencias
biolégicas de las isoformas de vasoinhibina generadas por trombina para establecer su

relevancia fisioldgica.



Summary

Vasoinhibin is a family of antiangiogenic proteins with molecular masses that range from
9 to 18 kDa, which are generated by proteolytic cleavage of the hormone prolactin (PRL).
Vasoinhibin  has therapeutic implications in diabetic retinopathy, postpartum
cardiomyopathy, and cancer. Furthermore, vasoinhibin has profibrinolytic effects which
may impact thrombotic disorders. Thrombin is a protease, belonging to the family of serine
endopeptidases, which cleaves fibrinogen to fibrin, an essential blood clot component.
Here, we studied whether thrombin cleaves PRL to vasoinhibin as a putative mechanism
regulating hemostasis and angiogenesis in response to tissue injury. PRL was incubated
with thrombin and the resulting proteolytic products were evaluated by Western blot, mass
spectrometry, HPLC purification and bioactivity. Arginine (G) — glycine (G) is the
consensus cleavage site for thrombin and we found that thrombin cleaved PRL between
R48-G49 and R103-G104 to generate N-terminal fragments of 6 and 11 kDa, respectively.
These PRL fragments comprise residues 1 to 48 and 1 to 103 and were capable to inhibit
the proliferation and migration of endothelial cells in culture. These findings extend the
vasoinhibin family to proteins smaller than 9 kDa and add thrombin to the list of proteases
generating vasoinhibin. Future studies identifying the endogenous presence and
biological properties of thrombin-generated vasoinhibin isoforms are needed to help

establish the physiological relevance of these novel proteins.
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1. Introduccién

La angiogénesis es la formacion de vasos sanguineos a partir de la vasculatura
preexistente. Este proceso ocurre durante el desarrollo acompafando el crecimiento de
los tejidos. Sin embargo, en la edad adulta la angiogénesis esta altamente restringida y
solo tiene lugar en asociacion a eventos reproductivos femeninos, por ejemplo, durante
el ciclo ovéarico y en la formacion de la placenta durante el embarazo (Clapp et al., 2006a).
Asimismo, la angiogénesis es un evento importante para la reparacion de heridas y
fracturas. La estricta regulacion de este proceso es el resultado de un delicado balance
entre factores positivos y negativos que promueven o inhiben la angiogénesis (Carmeliet,
2005) y la desregulacion de este control contribuye al desarrollo de enfermedades
caracterizadas por una angiogénesis excesiva como son la artritis reumatoide, la

retinopatia diabética y el cancer (Clapp et al., 2006a).

Algunos de los factores que promueven la angiogénesis incluyen al factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF) (Esch et al., 1985), al factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (Leung et al., 1989), al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Gospodarowicz
et al., 1979) y a la trombina (Tsopanoglou et al., 1993). Como ejemplos de factores
inhibidores de la angiogénesis se encuentran la endostatina (O'Reilly et al., 1997), la
angiostatina (O'Reilly et al., 1994), la vasostatina (Pike et al., 1998) y la vasoinhibina
(Clapp et al., 1993).

En los ultimos afios, la proteasa trombina ha surgido como un potente activador de la
angiogénesis que actla a través de dos mecanismos principales: el primero es el de
procesar el fibrindbgeno a fibrina, lo que provee de un andamiaje para que las células
endoteliales migren y se organicen en estructuras capilares; y el segundo es a través de
la protedlisis/activacion de los receptores activados por proteasas (PARS),
desencadenando vias de sefializacion en las células endoteliales que conducen a su
proliferacion y migracion (Maragoudakis et al., 2002). Entonces, esta claro que la

trombina puede actuar como promotor de la angiogénesis.



No obstante, por su calidad de proteasa, la trombina puede generar especies con
actividad antiangiogénica a partir de su actividad sobre otras proteinas. A este respecto,
es bien conocido que la protedlisis enzimatica puede derivar en la generacion de
proteinas con efectos sobre la angiogénesis (Cao, 1998). Una proporcién importante de
los inhibidores de la angiogénesis conocidos corresponden a fragmentos derivados de la
protedlisis de proteinas que, en su forma completa, carecen de acciones sobre la
angiogénesis, tales como la angiostatina, la endostatina y la vasoinhibina, derivados del

plasmindgeno, la colagena XVIIl y la hormona prolactina, respectivamente (Cao, 2001).

La vasoinhibina comprende una familia de proteinas con masas moleculares variables (9
a 18 kDa) derivados del procesamiento proteolitico de la prolactina (PRL) (Clapp et al.,
1993), la hormona del crecimiento y el lactégeno placentario (Struman et al., 1999) con
acciones inhibitorias sobre la dilatacién, permeabilidad, crecimiento y supervivencia de
los vasos sanguineos (Clapp et al.,, 2006a). La vasoinhibina ejerce sus efectos al
interaccionar con distintas proteinas en las membranas de las células endoteliales (Bajou
et al., 2014; Clapp y Weiner, 1992), lo que deriva en la inhibicion de diversas vias de
sefalizacion como la de las MAPK (D'Angelo et al., 1995) y la de la sintasa endotelial de
oxido nitrico (eNOS) (Gonzalez et al.,, 2004) activadas en respuesta a factores
angiogénicos como el VEGF, el bFGF, la bradicinina y la acetilcolina. Adicionalmente a
sus efectos vasculares, recientemente se reporté que la vasoinhibina altera la hemostasia
a través de promover la fibrindlisis mediante el bloqueo de la accién del inhibidor del
activador del plasminégeno 1 (PAI-1) (Bajou et al., 2014).

Hasta ahora se sabe que la PRL puede ser procesada proteoliticamente hacia
vasoinhibina por la catepsina D (Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de matriz
(MMP-1, -2, -3, -8, -9y -13) (Macotela et al., 2006) y la proteina morfogenética de hueso
1 (BMP-1) (Ge et al., 2007). EIl corte realizado por dichas proteasas ocurre a diferentes
niveles en el asa que conecta la tercera y cuarta a-hélices de la PRL, generando
isoformas de vasoinhibina de distintos tamafios, todas conteniendo la region N-terminal

de la hormona (Clapp et al., 2006b).



La trombina también procesa a la PRL, pero en un asa distinta a la de las demas
proteasas; sin embargo, no se sabe si genera a la vasoinhibina ya que fue reportado que
como consecuencia de la protedlisis por trombina se generaba un fragmento C-terminal
de 16 kDa sin actividad sobre la angiogénesis y un fragmento N-terminal de 6 kDa cuya
actividad no se analizé (Khurana et al., 1999). Debido a esto, es posible proponer que el
fragmento de 6 kDa de la PRL generado por trombina pudiera ser una vasoinhibina. De
ser asi estariamos afladiendo a la trombina a la lista de proteasas capaces de generar a

la vasoinhibina y extendiendo esta familia a proteinas menores que los 9 kDa.



2. Antecedentes

La vasoinhibina es s6lo un ejemplo de diversas moléculas antiangiogénicas endogenas

derivadas de la protedlisis de moléculas precursoras que, en su forma intacta, no tienen

acciones sobre la angiogénesis (Tabla 1) (Cao, 2001).

Tabla 1. Inhibidores endogenos de la angiogénesis que resultan del procesamiento

proteolitico de proteinas precursoras.

Inhibidores enddgenos

Referencias

o Proteasa Precursor
de la angiogénesis
Angiostatina Elastasa Plasminégeno (O'Reilly et al., 1994)
) _ ] (Felbor et al., 2000;
Endostatina Catepsina L Colageno XVl _
O'Reilly et al., 1997)
Kininostatina (Dominio 5 | Calicreina Cinindgeno de alto
. (Colman, 2006)
del HK) plasmatica | peso molecular (HK)
Dominio kringle-2 de la .
) Factor Xa Protrombina (Lee et al., 1998)
protrombina (PtK2)
PF417-70 Elastasa | Factor plaguetario 4 | (Gupta et al., 1995)
_ o (Mans et al., 2012;
Vasostatina Elastasa Calreticulina _
Pike et al., 1998)
Fragmento de 29 kDa de _ _ _ (Homandberg et al.,
) _ Trombina Fibronectina
fibronectina 1985)
aaAT (Antitrombina Trombina, . . _
L Antitrombina (O'Reilly et al., 1999)
antiangiogénica) elastasa
Parstatina Trombina PAR-1 (Zania et al., 2009)
(Clapp et al., 1993;
Catepsina D Ge et al., 2007;
Vasoinhibina (14-18 kDa) MMPs Prolactina Macotela et al.,
BMP-1 2006; Piwnica et al.,

2004)




El efecto antiangiogénico de la vasoinhibina fue descubierto en un intento por determinar
a los factores involucrados en la regulaciéon de la vasculatura de la hipdfisis anterior. Se
observé que el fragmento N-terminal de 16 kDa de la PRL inhibia la proliferacion de
células endoteliales de manera muy potente y dependiente de la dosis (Clapp et al.,
1993), demostrando por primera vez el efecto antiangiogénico de estos péptidos que
junto con otros efectos sobre la vasculatura descritos posteriormente, seria lo que llevaria

a darle a esta familia el nombre de vasoinhibina (Clapp et al., 2006b).

La vasoinhibina puede ser generada en la hipofisis anterior de varias especies, incluida
la humana (Sinha y Gilligan, 1984; Sinha et al., 1985) y, en tejidos extrahipofisiarios, por
la accion de enzimas como la catepsina D (Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de
matriz (MMPs) (Macotela et al., 2006) y la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1)
(Ge et al., 2007). Estas proteasas cortan a diferentes niveles del asa que conecta la
terceray la cuarta a-hélice de la PRL generando isoformas de vasoinhibina de diferentes
tamafios que corresponden a la regién N-terminal de la PRL (Figura 1) (Clapp et al.,
2006Db).

H1#H2¥H3IL3IH4I

15 43 78 103 111 137 161 193
H3N™ . —CO0"
C4 C11 C58-C174 C191 -C199

iR'd - 50 150 199
es|auos
L132- |133“”J/ A159-D160
Y147 P148 5155-L156 BMP-1
MMPs
W150-S151
CD

Figura 1. Representacion esquematica que ilustra los sitios de corte proteolitico en la
moléculade PRL que generan las distintas isoformas de vasoinhibina. Representacion lineal
de la estructura secundaria de la PRL humana. Se indican las cuatro a-hélices principales (H1,
H2, H3 y H4), las tres asas o loops (L1, L2 y L3), los tres puentes disulfuro intramoleculares (C4-
Cl1, C58-C174 y C191-C199), los extremos N- y C-terminal (HsN* y COO", respectivamente).
También se indican los sitios de corte de las enzimas que hasta ahora se conocian que generaban
a la vasoinhibina: de la catepsina D (CD) (en rojo) los sitios son L132-1133, Y147-P148 y W150-



S151; el sitio de corte de las metalopreoteasas de matriz (MMPS) (en verde) es entre los residuos
S155-L156; y el de la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1) (en azul) es entre A159-D160.

La catepsina D contribuye a generar a la vasoinhibina en los granulos de secreciéon de
los lactotropos adenohipofisiarios donde se almacena la PRL y en donde se reunen las
condiciones acidas necesarias para la actividad de esta enzima (Cruz-Soto et al., 2009).
La catepsina D genera fragmentos de PRL que comprenden los aminoacidos 1-132 (15
kDa), 1-147 (16.5 kDa) y 1-150 (17 kDa) (Figura 1). La caracterizacion de estos
fragmentos fue determinada usando tres enfoques complementarios: 1) analisis de su
migracion en el sistema de geles de acrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE); 2) secuenciacion N-terminal y 3) espectrometria de masas
(Piwnica et al., 2004). Finalmente, la naturaleza de vasoinhibina de estos fragmentos se
demostro a través de su efecto inhibitorio sobre la proliferacion de células endoteliales en
cultivo inducida por factores angiogénicos, mediante el bloqueo de la activacion de la via
de las MAPK (Piwnica et al., 2004).

La vasoinhibina también puede ser generada por accidon de algunas metaloproteasas de
matriz (MMPSs) en los tejidos blanco de la PRL bajo el pH neutro que caracteriza al
ambiente extracelular. Se demostré que MMPs secretadas por cultivos primarios de
células del cartilago (condrocitos), o las MMP-8, 13, 3, 1, 2y 9 puras, procesan a la PRL
hacia fragmentos de 17, 16, 15y 14 kDa. La presencia de la regién N-terminal de la PRL
en dichos fragmentos se determind mediante el uso de anticuerpos monoclonales y
secuenciacion de Edman. Ademas, la secuenciacion permitié discernir que el principal
sitio de corte ocurre entre los aminoacidos S155 y L156 de la PRL (Figura 1). Por ultimo,
se corrobor6 la actividad antiangiogénica mediante el ensayo de proliferacion de células

endoteliales en cultivo (Macotela et al., 2006).

La proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1) también genera una vasoinhibina de 17
kDa bajo condiciones de pH neutro. La determinacién de la estructura N-terminal de la
PRL en dicho fragmento se hizo mediante secuenciacion de Edman, mostrando que el

corte ocurre entre los aminoacidos A159 y D160 de la PRL (Figura 1). Esta proteina se



produjo también de manera recombinante y se mostrO que posee efectos
antiangiogénicos, siendo capaz de inhibir la proliferacion de células endoteliales en
cultivo y la vascularizacion de la membrana corioalantoidea del pollo (Ge et al., 2007).

Como un intento de analizar otras proteasas de importancia fisiologica para la generacion
de vasoinhibina, Khurana y colaboradores en 1999 investigaron a la trombina, y
reportaron que a diferencia de otras proteasas que generan fragmentos de PRL que
contienen el extremo N-terminal de la hormona, la trombina genera un fragmento
mayoritario de 16 kDa que corresponde al extremo C-terminal de la PRL y que este
fragmento C-terminal no inhibe la angiogénesis (Figura 2) (Khurana et al., 1999). Este
hallazgo se interpreté como que la trombina no es capaz de generar a la vasoinhibina.
Sin embargo, en dicho estudio no se analiz6 la actividad biolégica del fragmento N-

terminal de 6 kDa remanente.

Los efectos de la trombina y de la vasoinhibina en la angiogénesis y la hemostasia,
aunados al hecho de que esta enzima genera un fragmento de PRL N-terminal, que no
habia sido evaluado, nos llevaron a retomar la hipotesis de que la trombina puede ser

una enzima generadora de la vasoinhibina.

oahPRL
- + Th
+ + PRL

- e FPRL
16 kDa

Figura 2. Western blot de PRL humana cortada con trombina. Western blot en condiciones
reductoras con un antisuero anti-PRL humana (ahPRL) que muestra el fragmento de 16 kDa de
PRL generado luego de la digestion con trombina (Th). También se indica la PRL. Figura

modificada de Khurana et al., 1999.



3. Justificacion

La identificacion de nuevas proteasas generadoras de vasoinhibina permitira extender su
participacion en procesos biolégicos distintos a los que se han descrito hasta ahora.
Nuestros hallazgos permiten afadir a la trombina a la lista de proteasas capaces de
generar a la vasoinhibina y han ampliado a la familia de la vasoinhibina a péptidos mas
pequefios que pudieran favorecer su uso con fines terapéuticos en enfermedades
angiogénesis-dependientes y trombdticas. La generacion de vasoinhibina por trombina
da un nuevo contexto funcional a la participacion enddgena de estos péptidos en la
hemostasia ya que, de acuerdo al efecto profibrinolitico de la vasoinhibina recién
reportado, es posible que este evento sea parte de un asa de retroalimentacién negativa

en el proceso de la coagulacion con relevancia funcional.



4. Pregunta de investigacion

¢La trombina genera a la vasoinhibina?

5. Hipotesis

La trombina genera a la vasoinhibina a partir de la PRL.

6. Objetivos

6.1.

Objetivo General

Determinar si la trombina genera a la vasoinhibina a partir de la PRL.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

Objetivos Especificos

Caracterizar el corte de PRL por trombina a través de la determinacion del peso
molecular aparente e inmunoreactividad de los fragmentos de PRL generados.
Determinar la masa y separar mediante espectrometria de masas de tipo
MALDI-TOF y HPLC, respectivamente, los fragmentos de PRL generados por
trombina.

Evaluar la actividad de los fragmentos de PRL generados por trombina sobre
la migracién y proliferacion de células endoteliales en cultivo.

Identificar la secuencia de los fragmentos bioactivos de PRL mediante

espectrometria de masas



7. Métodos

7.1. Incubaciéon de PRL con trombina.

La PRL recombinante humana (PRL) generada en E. Coli (proporcionada por Michael E.
Hodsdon, Universidad de Yale, New Heaven, CT, USA) y la trombina purificada de
plasma humano (Sigma-Aldrich, catalogo #6884, Saint Louis, Missouri, USA) se
colocaron en una mezcla de reacciéon a 37 °C durante 24 h con agitacion (550 rpm) en
una relacion de 2 ug de PRL con 1 ug de trombina en un volumen total de 25 ul a pH 7.4,
ajustado con un amortiguador de bicarbonato de amonio 50 mM (NH4sHCOs3) (Sigma-
Aldrich, catdlogo #6141). Los controles fueron la PRL y la trombina incubadas en las
mismas condiciones pero de manera independiente asi como una mezcla de PRL con

trombina inactivada por calor (90°C durante 30 min, a 550 rpm).

7.2. Caracterizacion del corte de PRL con trombina.

7.2.1. SDS-PAGE Tricina.

Las distintas mezclas de incubacion se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una concentracién de 16%
Acrilamida y 6% Bis-acrilamida, modificado por el uso de tricina (Bio-Rad, catalogo
#1610713, Hercules, CA, USA) (Schagger, 2006; Schagger y von Jagow, 1987) para
permitir una mayor resolucién de proteinas de bajo peso molecular. Se utilizaron tanto
condiciones reductoras (15.5 mg/ml de B-mercaptoetanol) como no reductoras. El
amortiguador de carga 6X (seis veces concentrado) se adicion6 a las muestras y estas
se incubaron a 97 °C durante 15 min con una agitacion de 550 rpm. Las muestras se
cargaron en geles de 1.5 mm de grosor y se corrieron inicialmente a 80 V por 1 h y
posteriormente a 110 V por 2.5 h. Se utiliz6 el marcador de peso molecular pretefiido
Dual Xtra (Bio-Rad, catalogo #1610377) para verificar en tiempo real la distribucion de

las bandas durante la electroforesis e inferir el tamafio de los fragmentos resultantes.
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7.2.2. Tincion de azul de Coomassie para proteina total.

Los fragmentos obtenidos de la reaccion de corte de PRL con trombina, separados
mediante SDS-PAGE tricina, se observaron utilizando la tincion para proteina total con
azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad, catalogo #1610406) sin solventes orgénicos ni acido
acético (Lawrence y Besir, 2009). Brevemente, se elimind el SDS del gel mediante tres
incubaciones sucesivas de 5 min con agua destilada que se calenté en un horno de
microondas por 40 s, hasta justo antes del hervor. Finalmente, se colocé el gel en la
solucién de tincién y se calento6 por ultima vez en el microondas durante 40 s y se dejo
toda la noche en dicha solucion. Después de eso, el gel se lavé con agua destilada hasta

dejar el fondo transparente y las bandas con el mayor contraste.

7.2.3. Western blot.

Se analiz6 la inmunoreactividad de los fragmentos derivados del corte de PRL con
trombina separados mediante SDS-PAGE tricina a través de Western blot. Los geles
SDS-PAGE se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, catélogo
#1620112) a 23 V durante 40 min en una camara de transferencia semi-himeda. Las
membranas se bloquearon por 1 h con amortiguador de fosfatos PBS y 1% de Tween 20
(PBST) y utilizando como bloqueador leche en polvo descremada de grado molecular al
4% m/v (Bio-Rad, catédlogo #1706404). Posteriormente se incubaron toda la noche con
un anticuerpo policlonal anti-PRL humana (CL-1) (Duenas et al., 2004) a una dilucién
1:500 en 1% de albumina sérica bovina en amortiguador de fosfatos-salina-tween
(PBST). A continuacion se incub6 la membrana con un anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson ImmunoResearch, catalogo
#111055003, West Grove, PA, USA) a una dilucidén de 1:5,000 y, finalmente, la reaccion
se revelo utilizando un estuche comercial (AP Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad catalogo
#1706432). Para la deteccidn de epitopes particulares dentro de la molécula se usaron
anticuerpos monoclonales: el anticuerpo monoclonal dirigido contra el extremo N-terminal
de la PRL fue el 5602 (Piwnica et al., 2004) y el dirigido contra el extremo C-terminal fue

el INN-368 (Aranda et al., 2005); ambos anticuerpos fueron utilizados a una dilucién 1:250
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y posteriormente se empled un anticuerpo secundario se usé el anti-lgG de ratén
acoplado a AP (Jackson ImmunoResearch, catalogo #115055003); para el revelado de

las bandas inmunorreactuvas se utilizé el mismo estuche comercial previamente descrito.

7.3. Determinacion de la masa y separacion de los fragmentos de PRL generados.

7.3.1. Analisis de los fragmentos de PRL generados mediante espectrometria de
masas de tipo MALDI-TOF.

Se digirieron 20 ug de PRL con 10 ug de trombina por 24 h en un volumen final de 250
ul del amortiguador pH 7.4 descrito antes; como controles de incubacion se utilizo a la
PRL y a la trombina incubadas por separado. Antes del analisis por espectrometria de
masas, las sales del amortiguador se removieron por HPLC (Agilent 1100, Santa Clara,
CA, USA) en una columna analitica C18 (Vydac 218TP54; 4.6 x 250 mm, con un tamafo
de particula de 5 um) en el Laboratorio de Farmacologia Marina en el Instituto de
Neurobiologia de la UNAM. Para ello primero se equilibré la columna con solucion A 'y
luego se emple6 un paso isocratico de 0% de solucion B por 5 min, seguido de un
gradiente linear de 0 a 100% de solucion B en 5 min y, después, un paso isocratico de
100% de solucién B por 20 min, a un flujo de 1 ml/min. La solucién A consistié en 0.1%
(v/v) de &cido trifluoroacético en agua desionizada y la solucion B en 0.09% de &cido
trifluoroacético (v/v) en 90% (v/v) de acetonitrilo acuoso. Las muestras fueron liofilizadas
en un concentrador Savant SpeedVac y resuspendidas en 10 ul de agua destilada y
desionizada (ddH20) con o sin 80 mM de ditiotreitol (DTT). La concentracion de las
muestras resuspendidas se evalué mediante un SDS-PAGE Tricina seguido por una
tincion con azul de Coomassie. Solo el 50% de la concentracion inicial de proteina se
recuper6 quedando a una concentracion final de 1.75 ug/ul, como revelé un analisis de
cuantificacion con reactivo de Bradford (Bio-Rad, catalogo #5000006). Se mezclo 1 ul de
cada muestra con 1 ul de solucién saturada de acido sinapinico en acetonitrilo:H20 (60:40
vol:vol)-0.1% acido trifluoroacético y 1 ul de esta mezcla se deposito en el portamuestras

del equipo. El espectro de iones positivos fue obtenido en un Microflex MALDI-TOF
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(Bruker, Billerica, MA, USA) en el modo lineal usando la extraccién retardada. Los
calibradores utilizados fueron la angiotensina Il, el citocromo C, la mioglobina y la melitina.
El software utilizado para analizar el espectro fue el mMass 5.5.0, los picos relevantes
fueron seleccionados por analisis visual y con la herramienta de secuencia, utilizando la
secuencia de la PRL como referencia y la herramienta de fragmentacion (Niedermeyer y
Strohalm, 2012). El andlisis MALDI-TOF se llevé a cabo en el Laboratorio de

Cromatografia del Instituto de Quimica de la UNAM.

7.3.2. Purificacion de los fragmentos de PRL mediante HPLC.

Para el aislamiento de los péptidos presentes en la mezcla de digestion de PRL con
trombina se utilizo6 HPLC en fase reversa (Agilent 1100, Santa Clara, CA, USA), este
andlisis fue realizado en el Laboratorio de Farmacologia Marina en el Instituto de
Neurobiologia de la UNAM. La solucién A consistié en 0.1% (v/v) de acido trifluoroacético
en agua desionizada y la solucion B en 0.09% de &cido trifluoroacético (v/v) en 90% (v/v)
de acetonitrilo acuoso. Dos alicuotas de la digestion reducida (35 pg y 95 pug en 300 pl y
800 ul, respectivamente) fueron llevadas por separado a un volumen de 5 ml con agua
desionizada y cargadas en una columna analitica para RP-HPLC C-18 (Vydac 218TP54;
4.6 x 250 mm, 5 um de tamafio de particula). Los componentes fueron eluidos a
temperatura ambiente, primero isocraticamente (5% de solucion B por 10 min), y luego
con un gradiente linear (0-100% de solucién B por 100 min) a un flujo de 1 ml/min. La
absorbencia de los eluatos fue monitoreada a 210 nm. Una alicuota (1.6 ml) del
amortiguador de reduccion se proceso previamente por cromatografia como referencia
para identificar los picos relevantes de la digestion. Las fracciones de las dos corridas
fueron colectadas manualmente y las correspondientes a los picos relevantes
equivalentes entre si fueron combinados, llevados a sequedad en el concentrador
centrifugo y disueltos en 50 ul de agua destilada; luego se llevaron nuevamente a
sequedad (2 veces) con el fin de dejar la muestra libre de solventes. Finalmente, las
fracciones fueron resuspendidas en agua desionizada para cuantificarlas vy

caracterizarlas mediante Bradford y Western blot para la evaluacion de su actividad.
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7.4. Analisis de la bioactividad de los fragmentos de PRL generados por digestion

con trombina.

El primer paso para que ocurra la angiogénesis es mediado por la migracion de las células
endoteliales de la punta y la proliferacion de las células endoteliales de los vasos ya
existentes (Norton y Popel, 2016). Se conoce que la vasoinhibina inhibe la proliferacién
(Clapp et al., 1993) y migracion (Lee et al., 2007) de células endoteliales en cultivo.
Debido a esto, el efecto antiangiogénico de los fragmentos de PRL generados por
trombina, fue evaluado mediante un ensayo de proliferacion y uno de migracién de células

endoteliales, los cuales se describen a continuacion.

7.4.1. Ensayo de proliferacién de células endoteliales.

Para evaluar la actividad antiangiogénica de los fragmentos de la PRL generados por la
accion de la trombina en un ensayo de proliferacion, se usaron células endoteliales de la
arteria pulmonar bovina (CPAE) (ATCC, catalogo #CCL209, Manassas, VA, USA)
sembradas a una densidad de 6,250 células/cm? en placas de 96 pozos (Costar, catalogo
#3599, NY, USA), en 100 pl de medio de cultivo Eagle’s minimum essential medium
(EMEM) (ATCC, catdlogo #302003) adicionado con 20% (v/v) de suero fetal bovino (SFB)
y 2% (v/v) de antibidticos (penicilina/estreptomicina). Inicialmente, se detuvo el ciclo
celular mediante la incubacién por 24 h en medio de cultivo con una concentracion baja
de suero (0.5%). Posteriormente, se adiciond el tratamiento con las distintas fracciones
obtenidas del HPLC diluidas en medio estacionario (0.5 % SFB) a una concentracion de
100 nM de proteina total en presencia y ausencia de 40 ng/ml del factor pro-angiogénico
bFGF. Como control positivo se utiliz6 un estandar de vasoinhibina de 14 kDa que
contiene los primeros 123 aminoacidos de la PRL humana y una cola de siete histidinas
generado de manera recombinante en células de insecto (Galfione et al., 2003). Al mismo
tiempo que los tratamientos, se adicion6 el analogo de la timidina, 5-etinil-2’-desoxiuridina
(EdU) (Sigma-Aldrich, catadlogo #T511285), a una concentracion de 10 uM. Después de
24 h, las células se lavaron con PBS estéril a 37°C por 2 min, se fijaron con

paraformaldehido al 4% durante 20 min, se lavaron durante 2 min con TBS, se
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permeabilizaron con una solucién al 0.5% de Tritdbn X-100 en TBS durante 1 h y se
lavaron de nuevo con TBS por dos min. El EdU incorporado en el DNA fue detectado
mediante la reaccion de click, (por sus siglas en inglés “copper(l)-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition”) (Salic y Mitchison, 2008) empleando una azida fluorescente en una
reaccion de 20 min protegida de la luz. La mezcla de tincion preparada en fresco consistio
de 100 mM Tris, 0.5 mM de CuSO4, 50 mM de &cido ascorbico y 20 um de Azida Fluor
545 (Sigma-Aldrich, catdlogo #760757), seguida de un paso de lavado de 90 min con la
solucion de 0.5% de Triton X-100 en TBS. ElI DNA nuclear fue contratefiido con 5 mg/ml
de bisBenzamida Hoechst 33342 triclorohidratado (Sigma-Aldrich, catadlogo #B2261)
como se reportd previamente (Chazotte, 2011). Todos los pasos se realizaron con una
agitacion de 35 rpm. Las imégenes fueron tomadas en un microscopio basico invertido
(Olympus 1X51, Tokio, Japdn) con un espejo dicroico de fluorescencia reflejada utilizando
los filtros DM400 y DM570 para Hoechst y EdU respectivamente. La cuantificacion de la
proliferacion se realizo utilizando el software CellProfiler (Carpenter et al., 2006).

7.4.2. Ensayo de migracion endotelial.

Para evaluar la actividad antiangiogénica de los fragmentos de la PRL generados por
trombina, las CPAE fueron sembradas a una confluencia de 7,500 células/cm? en
soportes permeables tipo transwell de un tamafio de poro de 8 um y un diametro de 6.5
mm (Corning, catalogo #3422). Previo a la siembra de las células, los transwell fueron
cubiertos con matrigel (Corning, catalogo #354234) diluido en medio EMEM sin adiciones
a una concentracién de 70 ng/ml e incubados a 37 °C durante 1 h. Posteriormente, se
retird el exceso de medio y las células se sembraron sobre los transwell en EMEM al
0.5% de SFB. Como quimioatrayente se utiliz6 medio condicionado filtrado de células
CPAE con 20% de SFB, el cual fue agregado en el pozo debajo del transwell. Los
tratamientos con las distintas fracciones se adicionaron en el compartimento celular del
transwell a una concentracion 100 nM de proteina total para cada fraccibn y como
estandar se utilizé la vasoinhibina recombinante descrita arriba. La placa se incubo
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se prosiguio a aspirar el medio dentro y fuera del

transwell y se fijaron las células con metanol al 100% durante 10 min. Posteriormente,
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las células se permeabilizaron con una solucién de 0.5% Triton X-100 en TBS por 1 h a
35 rpm y se tifid el DNA con Hoechst como se describié previamente. Las fotografias
fueron tomadas en el mismo microscopio basico invertido ya mencionado con el filtro
DM400. La cuantificacion del numero de células se realizé con el software CellProfiler
(Carpenter et al., 2006).

7.5. Analisis de identificacion de proteinas.

7.5.1. Optimizacién del espectrémetro de masas (calibracion externa).

Este analisis se llevd a cabo en la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. El ajuste de los parametros para asegurar que el instrumento funcionara
dentro de las especificaciones fue realizado con una solucién Calmix (N-butilamina,
cafeina), Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 (Pierce LTQ Velos ESI Positive lon
Calibration Solution). Estos calibradores se utilizaron para calibrar el médulo LTQ Velos
con trampa de iones y el modulo Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform)
en modo de ionizacion positiva ESI. La N-butilamina se utilizé para extender la calibracion
de masas a valores menores de m/z (73.14 Da). Este tipo de calibracion permite
determinaciones de masas moleculares con variacion de exactitud menor a 5 ppm (partes

por millén).

7.5.2. Analisis espectrométrico.

Las muestras fueron aplicadas en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry) compuesto de una bomba Accela (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co.,
San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacién tipo nano-electrospray (ESI). En la
cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente de 5-85

% (acetonitrilo con 0.1% de acido formico) en 120 min utilizando una columna capilar RP-
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C18 hecha en casa (0.75 um de diametro interno y 15 cm de largo). El flujo del sistema
LC fue de 300 nl/min.

El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un poder
de resolucion de masas (RP=m/FWHM) de 30,000. Para la fragmentacion de los péptidos
se aplicaron los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High-energy
Collision Dissociation) con un poder de resolucion de masas (Resolution Power;
RP=m/FWHM) de 15,000. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccion
positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de forma
dependiente del escaneo total de iones segun las cargas predeterminadas (se
fragmentaron iones con carga superiores a z2*) con un ancho de aislamiento de 2.0 (m/z),
energia de colisién normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo
de activacién de 5 ms y tiempo maximo de inyeccion de 10 ms por micro-escaneo.
Durante la captura automética de los datos se utilizé la exclusion dinamica de iones: (i)
lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 s y (iii) tiempo de

exclusiéon de 70 s.

7.5.3. Busqueda en PDB (Protein Data Bank) e identificacién de las proteinas.

La identificacion de los fragmentos de la PRL se realizd con los datos espectrométricos
en formato .raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose,
CA, USA) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la basqueda de identidad
se utilizé la base de datos invertida (Decoy database) de uniprot-prolactin-Homo sapiens;
con un FDR-False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo). La tolerancia
maxima de diferencia de masas moleculares del ion precursor cuando se comparan los
valores tedricos contra los experimentales (precursor mass tolerance) fue de 20 ppmy la
tolerancia para los fragmentos obtenidos por disociacion del ion precursor (fragment
mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la busqueda automatica fueron establecidas
modificaciones variables como oxidacion de metioninas y desaminacion de asparagina y
glutamina. La busqueda también se realizo con la BD de uniprot-Thrombin, pero no se

observd ningun péptido en las 6 muestras.
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7.6. Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 usando ANOVA de una via, seguida de una prueba post-
hoc Bonferroni de comparaciones multiples (n = 3). Fue graficada la media de los datos
y el error estdndar de la media (EEM). Se considerd una diferencia estadisticamente
significativa para p<0.001. El analisis se llevd a cabo con el software GraphPad Prism

version 5.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,

www.graphpad.com).
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8. Resultados

Antes de presentar los resultados y con el fin de favorecer su comprension, se adelanta
la integracién de los hallazgos del andlisis por Western blot y MALDI-TOF, que permiten

identificar los sitios de corte de trombina en la PRL en un esquema.

La PRL es una hormona de 199 aminoé&cidos organizados en cuatro a-hélices principales
conectadas por tres asas o loops y estabilizada por tres puentes disulfuro, dos en los
extremos de la molécula (C4-C11y C191-C199) y uno de ellos conectando el loop 1 (L1)
con la a-hélice 4 (H4) (C58-C174) (Figura 3a). La PRL tiene una estructura terciaria de
racimo compacto donde las cuatro a-hélices presentan una topologia “arriba-arriba-
abajo-abajo”. Los loops que conectan estas hélices son estructuras expuestas y
desorganizadas (Teilum et al., 2005). En particular, en el L3 ocurre el procesamiento
proteolitico de la PRL hacia vasoinhibina (Clapp et al., 2006a) por enzimas como la
catepsina D (Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de matriz (MMPs) (Macotela et
al., 2006) y la proteina morfogenética de hueso 1 (BMP-1) (Ge et al., 2007). La trombina
corta a la PRL en el L1 entre los residuos K53-A54 (lisina 53-alanina 54) para generar un
fragmento de 16 kDa C-terminal sin actividad de vasoinhibina y un fragmento de 6 kDa

N-terminal cuya actividad no fue evaluada previamente (Khurana et al., 1999).

Esencialmente encontramos que la trombina corta a la PRL en tres sitios, en el L1 entre
los residuos R48-G49 y K53-A54 (Khurana et al., 1999) y en el L2 entre R103-G104
(Figura 3a). Los dos nuevos sitios de corte identificados en este trabajo (R48-G49 y R103-
G104) son mas favorecidos que el previamente reportado (K53-A54), presumiblemente
porque corresponden a la secuencia consenso (R-G) de corte de la trombina
(LTPR’GVRL) (Gallwitz et al., 2012). De hecho, la trombina corta al fibrinégeno, su
sustrato natural, entre R y G. El corte por trombina en estos sitios da lugar a cuatro
fragmentos principales de PRL en cuanto a su abundancia relativa: el fragmento o que
va del residuo 1 al 48 y tiene una masa de 6 kDa; el fragmento B que va del residuo 54 al
199 y una masa de 16 kDa (Figura 3b); ademas, la trombina genera los fragmentos &

(residuos 54 al 103) y y (residuos 104 al 199), de 6 y 11 kDa respectivamente, derivados
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del corte del fragmento B en el L2, por lo que bajo condiciones no reductoras ambos
fragmentos permanecen covalentemente unidos por un enlace disulfuro entre C58-C174

en un fragmento de 16 kDa (Figura 3b).
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Figura 3. Esquema que ilustra los tamafios de los principales fragmentos de PRL
generados por trombina derivado del andlisis por SDS-PAGE-Western blot y MALDI-TOF.
a. Representacion lineal de la estructura secundaria de la PRL humana donde se indican los sitios
de corte de la trombina en el loop 1 (L1) (R48-G49 y K53-A54) y en L2 (R103-G104). El esquema
y abreviaturas se describen en la Figura 1. b. Principales fragmentos de PRL generados por el
corte proteolitico con trombina denotados con letras griegas (a, 3, y 7). Se indica el primer y

altimo amino&cido de cada fragmento. El puente disulfuro C58-C174 mantiene unidos los

fragmentos 4 y y (3-s-s-y) los cuales se separan en condiciones reductoras.
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8.1. Caracterizacion del corte de PRL con trombina.

La separacion electroforética por SDS-PAGE tricina de la mezcla de reaccioén de PRL y
trombina bajo condiciones no reductoras (Figura 4a) dio como resultado cuatro
fragmentos principales: el fragmento o (~6 kDa), el fragmento B (~16 kDa), y los
fragmentos 6 y y (de ~6 y ~11 kDa, respectivamente). En condiciones no reductoras los
fragmentos & y y permanecen unidos por el enlace disulfuro C58-C174 (d—s-s—y). Se
observaron bandas de menor intensidad, la mayoria de las cuales son contaminantes ya
que estan presentes en la trombina incubada en ausencia de PRL. Se observaron
también dos bandas de ~12 y ~18 kDa presuntamente derivadas del corte por trombina
de la PRL (indicadas con flechas en la Figura 4a). En el SDS-PAGE tricina procesado en
presencia de beta-mercaptoetanol (BME), es decir en condiciones reductoras (Figura 4b),
se observaron los fragmentos o y f con sus pesos esperados de ~6 kDa y ~16 kDa,
respectivamente y también se observaron los productos de la reduccion del fragmento &—
s-s—y de ~6 y ~11 kDa (Figura 4Db).
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Figura 4. Separacion electroforética de los fragmentos generados del corte de PRL con
trombina revelados para proteina total con azul de Coomassie. a. Gel en condiciones no
reductoras de la mezcla de reaccion de PRL (~23 kDa), PRL+Th y Trombina (Th) (~36 kDa). Se
indican con letras griegas las bandas correspondientes a los diferentes fragmentos de PRL
derivados del corte proteolitico (o, B, y los fragmentos 6 y y unidos por un enlace bisulfuro 6—s-
s—y), asi como la PRL y Th remanentes de la protedlisis. Se indican bandas mas tenues de ~12

y ~18 kDa correspondientes a fragmentos de PRL (<{). b. Con la adicién de B-mercaptoetanol
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(+BME) se observan separados los fragmentos 8 y vy, asi como los fragmentos a y . Igualmente

se observan la PRL y Th remanentes de la reaccion de corte.

Para determinar si estos fragmentos pertenecen a la region N-terminal o C-terminal de la
PRL, se evalud la inmunoreactividad de los fragmentos mediante Western blot con un
anticuerpo policlonal anti-PRL y con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la region
N- o C-terminal. La tincidn con el anticuerpo policlonal confirmo que los fragmentos o, 3,
d yy corresponden a productos de la protedlisis de la PRL (Figura 5a). Se observaron
también fragmentos PRL de aproximadamente ~12, ~10 y ~7 kDa (indicados con
asteriscos en la Figura 5a), y uno de ~37 kDa. Este ultimo no parece corresponder a la
trombina ya que el anti-PRL no lo detect6 en igual intensidad en la muestra de trombina
incubada en ausencia de PRL y es probable que corresponda a la digestién del dimero
de la PRL (Figura 5a).
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16 0 ) ¢ B sl 4 Pl
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Figura 5. Inmunodeteccién de los fragmentos de PRL generados por trombina. a. Western
blot en condiciones reductoras con un anticuerpo policlonal anti-hPRL (ahPRL) que muestra los
fragmentos de PRL generados luego de la digestiébn con trombina (Th) denotados con letras
griegas (o, B, 3 y y). Bandas correspondientes a fragmentos de PRL de ~12, ~10 y ~7 kDa estan
indicadas (*). b. Western blot en condiciones reductoras con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la region N-terminal y C-terminal de la hPRL (aN-term y aC-term, respectivamente) donde

se observa el fragmento o (izquierda), asi como los fragmentos B y y (derecha).
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Por otra parte, el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la region N- o C-
terminal de la PRL permitié conocer que la banda o corresponde al extremo N-terminal y
que las bandas B y y corresponden a fragmentos que contienen el extremo C-terminal de
la PRL (Figura 5b). La banda 3, sin embargo, Unicamente reacciond con el anticuerpo
policlonal (Figura 5a), lo que sugiere que es un fragmento intermedio de la molécula de
PRL. Con los anticuerpos monoclonales no se detectaron los fragmentos de PRL de ~12,

~10y ~7 kDa, lo cual podria deberse a la baja sensibilidad de estos anticuerpos.

8.2. Determinacion de la masa y separacion de los fragmentos de PRL generados.

8.2.1. Analisis de los principales fragmentos de PRL mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Para determinar la masa molecular exacta de los fragmentos principales de PRL
derivados del corte proteolitico con trombina se realizé el andlisis de la mezcla de
reaccion por espectrometria de masas de tipo MALDI-TOF de la mezcla de reaccion.
Inesperadamente se encontrd que el fragmento o corresponde a un fragmento de PRL
que va de los aminoacidos 1 al 48 con masa molecular experimental de 5,635.09 Da 'y no
al fragmento sugerido por Khurana et al., que va de los residuos 1 al 53 con una masa
de ~6,200 Da (Figura 6a). El fragmento o indicé la presencia de un nuevo sitio de corte

en la secuencia de la PRL entre los residuos R48-G49.

Sin embargo, el sitio de corte reportado entre los residuos K53-A54 (Khurana et al., 1998)
también tiene lugar ya que el fragmento  comprende los aminoacidos 54 al 199 de la
PRL con masa experimental de 16,864 Da (Figura 6a). La ausencia de los fragmentos
gue van de los aminoéacidos 1 al 53 (~6,200 Da) y del 49 al 199 (~17,500 Da), sugiere
que el corte en los sitios R48-G49 y K53-A54 ocurre simultdneamente en la reaccion
liberando un péptido de 5 aminoacidos que va de los residuos 49 al 53 de la PRL (~564.7

Da). Este fragmento de 5 residuos no se observé en el espectro del MALDI seguramente
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porque se encontraba fuera del intervalo establecido a priori con los calibradores

utilizados, el cual fue desde los 7 a los 92 kDa.

a b
—1-48 PRL ,— 54-199 PRL | --104-199 PRL
o 5,635.09 Da ﬁ 16,864.37 Da @] ﬁ 4 11,117.37 Da
| 554-103 PRL | _NR
| 5,732.86 Da —+DTT
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Figura 6. Identificacion por espectrometria de masas MALDI-TOF de los principales
fragmentos de PRL generados por trombina. a. Espectro de masas MALDI-TOF de los
fragmentos de PRL a y B en la mezcla de PRL con trombina (negro) comparado con el control
(gris); se indican los residuos que comprenden y sus masas moleculares experimentales. La
ausencia de los picos de ~6,200 m/z y ~17,500 m/z correspondientes al fragmento 1-53 reportado
por Khurana, et al., y al 49-199 de la PRL estan indicados (¥). b. Espectro de masas MALDI-
TOF comparativo de condiciones reductoras (+DTT) y no reductoras (NR). Mientras los picos a y
B no cambian, los fragmentos 8 y y s6lo se observan en condiciones reductoras. Los residuos que
comprenden y sus masas moleculares estan indicados. La ausencia del fragmento que va del
residuo 49 al 103 (~ 6,300 m/z) esta indicada ('¥). Las unidades del eje horizontal son masa/carga

(m/z) y las del eje vertical son unidades arbitrarias de absorbancia a 280 nm.

Por otra parte, el analisis de MALDI-TOF en condiciones reductoras y no reductoras
confirmd que los fragmentos & y y, que sélo se observaron en condiciones reductoras
(Figura 6b), se mantenian unidos con el puente disulfuro C58-C174. El fragmento & tuvo
una masa experimental de 5,732 Da que corresponde al fragmento de PRL que va de los
aminoacidos 54 al 103, confirmando que se trata de un fragmento intermedio de la

molécula. Este fragmento 6 y el fragmento vy, de 11,117 Da y que va del aminoacido 104
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al 199, indican que existe un nuevo sitio de corte entre R103-G104 (Figura 3a). La
ausencia del fragmento que va del aminoacido 49 al 103 (~6,300 Da) nos brindé una
evidencia mas de que ambos cortes en el L1 (R48-G49 y K53-A54) estan ocurriendo de

manera simultanea. Los fragmentos a. y f ho cambiaron con la reduccién.

De acuerdo a estos resultados, existen tres sitios de corte para trombina en la molécula
de PRL (R48-G49, K53-A54 y R103-G104) (Figura 3). Los fragmentos predominantes
(o, B, 8y y) Si se observaron en el analisis de MALDI-TOF sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad de que se generen fragmentos menos abundantes (designados
como «k, A x Y o) derivados de las distintas combinaciones de cortes en los tres sitios
(Tabla 2), los cuales se buscaron con mas detalle en los espectros del MALDI, pero no

se detectaron.

Tabla 2. Fragmentos de PRL generados por trombina detectados por MALDI-TOF.

Masa molecular
Fragmento o Masa molecular )
Aminoécidos o experimental por
generado teorica (Da)
MALDI-TOF (Da)
a 1-48 5,639.49 5,635.09
54-199 16,861.23 16,864.37
0 54-103 5,742.48 5,732.86
Y 104-199 11,136.76 11,117.37
K 1-53 6,186.16 No detectado
A 49-199 17,407.89 No detectado
X 49-103 6,289.15 No detectado
) 1-103 11,910.62 No detectado
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8.2.2. Purificacién de los fragmentos de PRL mediante HPLC.

Para evaluar si los fragmentos de PRL tienen actividad de vasoinhibina, se les purifico
mediante HPLC (Figura 7a). De manera manual se colectaron nueve fracciones
correspondientes a los picos que fueron distintos del control, el cual contenia solamente
el amortiguador de incubacion y el agente reductor (DTT). De los nueve picos bien
definidos y de altura considerable que mostré el cromatograma del HPLC (Figura 7a),
seis de ellos correspondieron a bandas inmunoreactivas contra un anticuerpo policlonal
anti-PRL (Figura 7b). Dos fracciones (4 y 8) mostraron fragmentos de alrededor de 6 kDa;
4 fracciones consecutivas (5-8) mostraron fragmentos de alrededor de 11 kDa; en la
fraccion 7, ademas del fragmento de 11 kDa, se detectd a la PRL de 23 kDa; y en la
altima fraccion (9) se observé un fragmento de 16 kDa (Figura 7b). En lugar de obtener
las cuatro fracciones con fragmentos de PRL que se esperaban correspondientes a los
fragmentos principales, se obtuvieron seis, lo que abre la posibilidad de que
efectivamente se estén generando algunos de los fragmentos minoritarios propuestos en
la Tabla 2 o bien, que la separacion no haya sido eficiente y algunos de los fragmentos

hayan salido en méas de una fraccion.

1 7 - + Th Fracciones de HPLC
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Figura 7. Separacion por HPLC de los fragmentos de PRL generados por trombina. a.
Cromatograma del HPLC de los productos del corte de la PRL con trombina (PRL+Th) bajo
condiciones reductoras. Se observan enumerados (1-9) los principales picos correspondientes a

las fracciones colectadas y que fueron diferentes del control conteniendo solamente el
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amortiguador de la reacciéon sin PRL ni trombina (Neg). b. Analisis por Western blot de las
principales fracciones de la separacion por HPLC revelado con el anticuerpo policlonal anti-PRL
humana. Se indican con letras griegas la posicion electroforética esperada de los principales
fragmentos de PRL segun la muestra control no procesada por HPLC (izquierda).

De acuerdo al tamafio de pico en el cromatograma y a la intensidad de las bandas en el
Western blot fue posible estimar en cual fraccion del HPLC se encuentra cada uno de los
fragmentos principales de PRL derivados de la reaccion de corte. La fraccion 4, ademas
de ser uno de los picos de mayor tamafio, contiene la banda de 6 kDa mas intensa en el
Western blot (Figura 7); por lo tanto, dicha fraccidén, segun estas evidencias, debe
corresponder a alguno de los dos fragmentos de PRL mas abundantes de 6 kDa los
cuales son a y 8, y mas probablemente es el a por ser el Unico fragmento que siempre
se genera a partir del corte de la PRL mientras que el § al generarse a partir del fragmento
de B tendria menor abundancia. Por otra parte, es posible que el fragmento y haya sido
eluido en la fraccion 7, donde se encontr6 uno de los picos de mayor tamafio y la banda
de 11 kDa de mayor intensidad (Figura 7); este fragmento eluyé en combinacién con PRL.
El fragmento B3, se obtuvo en la fraccién 9, ya que fue el pico mas grande de todos y la
Unica fraccion en la que se observo una banda de 16 kDa (Figura 7). Por ultimo, es factible
que las fracciones que mostraron picos mas pequefios y bandas menos intensas (5, 6 y
8) contengan algunos de los fragmentos minoritarios que se ha sugerido se podrian estar

produciendo (k, A x Y ®) (Tabla 2).

Estos hallazgos nos permitieron concluir que la complejidad del corte de la PRL por
trombina es superior al modelo propuesto por Khurana y colaboradores ya que
observamos la generacion de cuatro fragmentos principales de PRL (o, B, 8 y y) en lugar

de los dos fragmentos reportados por dichos autores.
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8.3. Analisis de la bioactividad de los fragmentos de PRL generados por trombina.

8.3.1. Evaluacion de la actividad de los fragmentos de PRL sobre la proliferacion y

migracion de células endoteliales.

La vasoinhibina tiene actividad antiangiogénica que incluye la inhibicion de la proliferacion
(Clapp et al., 1993) y migracion (Lee et al., 2007) de células endoteliales. Con el fin de
determinar si los fragmentos derivados de la protedlisis de la PRL con trombina tienen
efectos antiangiogénicos, evaluamos la actividad de las fracciones obtenidas del HPLC
sobre la proliferacion (Figura 8) y migracion (Figura 9) de células endoteliales bovinas
(CPAE) en cultivo. La proliferacidon celular se cuantificé mediante la incorporacion de un
analogo de la timidina (EdU) al DNA sintetizado en células estimuladas con el factor
proangiogénico bFGF. La proliferacién endotelial disminuyd significativamente bajo
tratamiento con una concentracion de 100 nM del estandar de vasoinhibina (control
positivo). Unicamente las fracciones del HPLC 4 y 6, que corresponden a fragmentos de
6 y 11 kDa de la PRL respectivamente, inhibieron la proliferacion de las células

endoteliales a una concentracion equimolar a la de la vasoinhbina (~100 nM) (Figura 8a
y b).

~_100; .
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Figura 8. Evaluacion del efecto de los fragmentos de PRL generados por trombina sobre
la proliferacién de células endoteliales. a. Micrografias representativas células endoteliales de
arteria pulmonar bovina (CPAE) tratadas solamente con bFGF (Ctl), o con bFGF y 100 nM de un
estandar de vasoinhibina (Vi) y ~100 nM de los fragmentos de la PRL presentes en las fracciones

de HPLC 4y 6 (indicadas en Figura 7b) tefiidas mediante la reaccion de click. Los nacleos en rojo
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muestran las células en proliferacion sobre el total de células en el cultivo tefiidas para DNA
(Hoechst, nucleos azules). b. Cuantificacion del porcentaje de CPAE en proliferacién incubadas
solamente con bFGF (Ctl), o con bFGF y 100 nM de un estandar de vasoinhibina (Vi) y ~100 nM
de los fragmentos de la PRL presentes en las fracciones de HPLC 3 a 9 (indicadas en la Figura
7b). El porcentaje se expresa en funcion del nimero total de células por campo y los resultados
representan la media + EEM (error estandar de la media) (n = 3). (*p<0.05 y **p<0.01).

Un resultado similar se observo sobre la migracién de las CPAE en un ensayo por
transwell en el que la vasoinhibina estdndar redujo significativamente (~55%) la
migracion, mientras que las fracciones 4 y 6 inhibieron la migracion en un ~80% y ~60%,
respectivamente (Figura 9a y b). En este ensayo, la fraccion 8 redujo significativamente

la migracion (~20%) a pesar de no haber tenido efecto sobre la proliferacion.
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Figura 9. Evaluacion del efecto inhibitorio de las fracciones de PRL generadas por
trombina sobre la migracién de células endoteliales. a. Micrografias representativas de
células endoteliales de arteria pulmonar bovina (CPAE) que migraron y estan presentes en la
camara inferior del transwell. Las CPAE fueron tratadas solamente con bFGF (Ctl), o con bFGF
+ 100 nM de un estandar de vasoinhibina (Vi) o + ~100 nM de los fragmentos de la PRL presentes
en las fracciones de HPLC 4 y 6 (indicadas en Figura 7b). Los nucleos se tifieron en azul con un
colorante para DNA (Hoechst). b. Cuantificacion del porcentaje de CPAE migrantes incubadas
solamente con bFGF (Ctl), o con bFGF + 100 nM de un estandar de vasoinhibina (Vi) o + ~100
nM de los fragmentos de la PRL presentes en las fracciones de HPLC 3 a 9 (indicadas en Figura
7b). El porcentaje se expresa en funcién del niumero total de células migrantes por campo y el
resultado expresa la media + EEM (n = 3). (*p<0.01 y ***p<0.001).
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8.4. Analisis de identificacién de la secuencia de los fragmentos activos de PRL

generados por trombina mediante espectrometria de masas.

Para determinar la identidad de los fragmentos de PRL de las distintas fracciones
obtenidas del HPLC se llevo a cabo un analisis de identificacion de proteinas por
espectrometria de masas en el que se obtuvo la secuencia de partes de la PRL presente
en cada fraccion. El analisis confirmé que la fraccion 4, activa en proliferacion y migracion,
posee la secuencia que corresponde predominantemente al fragmento a y que una
porcién minoritaria de dicho fragmento también se observa en la fraccion 8, la cual resultd

activa sélo en migracion.

El andlisis de la fraccion 6, que también fue biologicamente activa en ambos ensayos y
que contiene un fragmento de masa molecular de ~11 kDa, mostré6 secuencias que
corresponden al extremo N-terminal de la molécula que abarcan los residuos 1 al 103 de
la PRL y que, por ende, representa al fragmento ® no principal. Este fragmento no fue
observado ni en el Western blot con el anticuerpo N-terminal (Figura 5b), ni en el analisis
de MALDI-TOF (Figura 6). Ademas, en el cromatograma del HPLC (Figura 7a)
corresponde a un pico muy pequefio. Esto indica que dicho fragmento biol6égicamente

activo si se genera pero no es uno de los mas abundantes (principales).

En cuanto a los fragmentos abundantes carentes de actividad antiangiogénica, la
secuencia correspondiente al fragmento y se observé en la fraccién 7 y el nivel de su
deteccién fue consistente con la altura del pico del cromatograma y su intensidad en el
Western blot (Figura 7). El fragmento B que tampoco mostré tener actividad de
vasoinhibina corresponde a la region C-terminal de la PRL como lo evidencié su
secuenciacion. Estos resultados apoyan la propuesta de que la actividad de vasoinhibina
reside en el extremo amino terminal de la molécula de PRL (Clapp et al., 2006b; Khurana
et al., 1999; Triebel et al., 2015).

El fragmento & de 6 kDa se observo también en la fraccion 4 junto con la mayor parte del

fragmento «; y a pesar de que su concentracion con respecto a a es baja, no se puede
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descartar que haya tenido algun efecto sobre la actividad biolégica de la fracciéon 4. Un
andlisis de hidrofobicidad de ambos fragmentos mostré que tienen valores similares
(40.82% para o y 40% para 9, calculado con el software Peptide 2.0), y esto, aunado a
su masa molecular similar (Tabla 2), podria explicar que su separacion por HPLC haya

sido deficiente.

Unicamente la identificacion de la secuencia de la fraccion 5 discrep6 con los resultados
obtenidos que apoyan que el dominio activo de la vasoinhibina reside en el extremo amino
terminal. El fragmento de 11 kDa contenido en la fraccidbn 5 mostrd la secuencia que lo
identifica como extremo N-terminal de la PRL, si bien dicha fraccion no tuvo efecto
antiangiogénico en los dos ensayos realizados. Ademas, su masa molecular observada
en el Western blot de ~11 kDa (Figura 7b) no coincide con la masa molecular tedrica
esperada (11,910.62 Da) para el corte R103-G104 observado en MALDI-TOF que
corresponde a los aminoacidos 1 al 103 de la PRL. Es posible que parte de la secuencia
N-terminal detectada por espectrometria de masas se deba a la contaminacién con algo
de la PRL presente en la fraccion. Estos resultados deben ser corroborados mediante la

repeticion del analisis por espectrometria de masas.

En conjunto, los resultados obtenidos nos permiten proponer la generacion de
vasoinhibina a partir del corte de la PRL por trombina. La trombina genera una
vasoinhibina (fragmento o) que va del residuo 1 al 48 de la PRL y tiene una masa de 6
kDa y una vasoinhibina con una masa de 11 kDa que comprende los aminoacidos 1-103
de la PRL (fragmento ). Los péptidos remanentes que comprenden los residuos 54-199
y 104-199, fragmentos B y vy, respectivamente, no tienen actividad de vasoinhibina sobre
el endotelio vascular. Queda por evaluar la presencia y bioactividad del péptido que
comprende los aminoacidos 49-53 de la PRL (Figura 10).
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Figura 10. Identidad de los fragmentos de PRL generados por trombina que result6 del
andlisis integral por Western blot, MALDI-TOF y espectrometria de masas clasificados
segun su actividad en dos bioensayos de angiogénesis. a. Representacion lineal de la
estructura secundaria de la PRL humana donde se indican los sitios de corte de la trombina
demostrados en este estudio (R48-G49 y R103-G104) y el reportado previamente por Khurana et
al. (K53-A54). El esquema y abreviaturas se describen en la Figura 1. b. Fragmentos de PRL
generados por el corte proteolitico con trombina denotados con letras griegas (o, 8, 8, Yy ®). Se
indica el primer y Gltimo aminoacido de cada fragmento y estan clasificados segun su actividad

sobre la proliferacion y migracion de células endoteliales en cultivo.
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9. Discusion

La vasoinhibina comprende una familia de péptidos derivados del corte proteolitico de la
PRL con la capacidad de inhibir la angiogénesis, vasopermeabilidad y vasodilatacion
(Clapp et al., 2006a; Triebel et al., 2015). Hasta ahora unicamente la catepsina D (Piwnica
et al., 2004), las metaloproteasas de matriz (MMPs) (Macotela et al., 2006) y la proteina
morfogenética de hueso 1 (BMP-1) (Ge et al., 2007) habian sido reportadas como
enzimas generadoras de vasoinhibina a partir de la protedlisis de la PRL. Todas las
isoformas de vasoinhibina generadas por dichas proteasas comparten la regiébn amino
terminal de la PRL (Triebel et al.,, 2015) y su masa va desde los 9 kDa para una
vasoinhibina que comprende los aminoé&cidos 1 a 79 de la PRL (Robles et al., 2018),
hasta los 18 kDa para una vasoinhibina con los residuos 1 a 159 (Ge et al., 2007). En
1999 Khurana y colaboradores mostraron que la trombina procesa a la PRL humana
hacia un fragmento de 16 kDa que no tiene actividad antiangiogénica. Ademas,
encontraron que dicho fragmento corresponde al extremo C-terminal de la PRL y
concluyeron que solamente fragmentos de PRL que contienen el extremo N-terminal de

la molécula son vasoinhibina (Khurana et al., 1999).

Mediante secuenciacion de Edman, se reportd un Unico corte de la PRL por trombina que
ubicaron entre los aminoacidos K53 y A54 y que resulta en el fragmento de 16 kDa C-
terminal arriba descrito (Khurana et al.,, 1999). En el presente trabajo nosotros
encontramos que ademas del sitio de corte descrito por Khurana et al., la trombina corta
a la PRL entre los residuos R48-G49 y los residuos R103-G104 y que ambos sitios son
mas favorecidos para el corte por la trombina, dada la abundancia de los fragmentos
resultantes. De acuerdo a estos cortes se generan dos fragmentos N-terminales, uno de
6 kDa y uno de 11 kDa. Ambos péptidos mostraron actividad de vasoinhibina al inhibir la
proliferacion y migracion de células endoteliales en cultivo. El que se favorezca el corte
por trombina probablemente obedece a que la unidbn R-G es parte de la secuencia
consenso de esta proteasa para el procesamiento de diversas proteinas incluyendo su

sustrato natural, el fibrindgeno (Gallwitz et al., 2012).
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Khurana y colaboradores identificaron el sitio de corte por trombina a través de secuenciar
por degradacion de Edman el extremo N-terminal del fragmento C-terminal de 16 kDa de
la PRL que corresponde a los aminoacidos 54-199. A través de este hallazgo infirieron
gue el extremo remanente correspondia a los residuos 1-53 de la PRL y, por ende, que
la trombina cortaba a la PRL entre K53 y A54. Ademas, en dicho estudio sélo se reportd
la presencia del fragmento de 16 kDa C-terminal y no se detectaron otros productos
probablemente debido a la baja resolucion del SDS-PAGE para proteinas menores de 14
kDa que ademas en su estudio parecen haber migrado fuera del gel (Figura 2). Nuestro
trabajo detecta mas fragmentos de PRL debido a que usamos un sistema de geles
disefiado para evaluar proteinas de bajo peso molecular (entre 5y 20 kDa) que se basa
en el uso de tricina en el amortiguador de corrida y el doble de porcentaje de bis-
acrilamida (6%) que los geles convencionales (Schagger y von Jagow, 1987). Ademas,
pudimos observar gracias al analisis de MALDI-TOF que, ademéas del corte entre K53 y
Ab4, existia otro entre R48 y G49 que permitia la liberacion un péptido de cinco
aminoacidos que va desde el G49 al K53. Finalmente, en el estudio realizado por Khurana
et al., 1999, unicamente se evalud la actividad sobre la angiogénesis del fragmento de

16 kDa C-terminal, en tanto que la del fragmento de 6 kDa N-terminal no fue evaluada.

El uso de anticuerpos monoclonales contra los extremos N- y C-terminales de la PRL nos
permiti6 explorar mediante Western blot la identidad y tamafio de los fragmentos
derivados del corte de la PRL con trombina. Sin embargo, la sensibilidad de dichos
anticuerpos fue baja y dado que los epitopes de la PRL reconocidos por estos anticuerpos
monoclonales van de los residuos 1 al 9 para el N-terminal (Piwnica et al., 2004) y del
132 al 199 para el C-terminal (Aranda et al., 2005), sélo se detectaron los fragmentos a,
By vy no se detecto al fragmento 6. Por otra parte, el uso de un anticuerpo policlonal
anti-PRL humana altamente sensible (CL-1) (Duenas et al., 2004) hizo evidente la

complejidad del corte por trombina.

El corte de PRL por trombina en los tres sitios descritos (K53-A54, R48-G49 y R103-
G104) deriva en la generacion de fragmentos principales (a, B, 8 y y) y minoritarios (x, A,

1 Y ) enrelacién a su abundancia relativa. La complejidad aumenta cuando se considera
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gue puede tener lugar la formacion de agregados por puentes disulfuro. Bajo condiciones
no reductoras ademas de los fragmentos principales de PRL se observaron dos proteinas
inmunorreactivas de ~12 y ~18 kDa, que al no ser observadas en el carril correspondiente
a la trombina provienen de la PRL y probablemente corresponden a dimeros y trimeros
del fragmento o (~6 kDa) (Figura 4a). Esto se podria explicar debido la presencia de un
‘hot spot” de agregacion en la molécula de PRL que va de la leucina 18 (L18) a la
isoleucina 29 (129) (Robles et al., 2018) y dichos residuos forman parte de la secuencia

del fragmento o.

En el Western blot bajo condiciones reductoras utilizando el anticuerpo policlonal se
observaron proteinas inmunorreactivas de ~7, ~10 y ~12 kDa (Figura 5a), que no hemos
identificado. El fragmento de 7 kDa podria corresponder al fragmento « (Tabla 2), el cual
es resultado del corte Unicamente en el sitio previamente descrito que corresponde a los
aminodacidos 1-53 y que tendria una masa molecular de ~6,200 Da (Khurana et al., 1999).
Por otra parte, es frecuente encontrar a una vasoinhibina de 16 kDa en la preparacion
estandar de PRL, cuyo procesamiento por trombina entre R48-G49 pudiera generar
precisamente un fragmento de 6 y uno de 10 kDa. Por lo que respecta a la proteina
inmunorreactiva de 12 kDa (Figura 5a), esta podria corresponder a la contraparte N-
terminal de la PRL cuando se da el corte Unico entre R103-G104 y el hecho de que esta
proteina no se revele con el anticuerpo N-terminal pudiera deberse a la baja sensibilidad
del mismo. La presencia de estas bandas adicionales a los fragmentos principales indica
que el procesamiento proteolitico de la PRL por trombina es ain mas complejo. De hecho,
pensamos que dicho procesamiento puede resultar en la generacién de méas fragmentos
en cantidades bajas (k, A, x Y o) (Tabla 2), razén por la cual no fueron observados en el
espectro de MALDI-TOF, en el SDS-PAGE tricina revelado para proteina total ni en el
Western blot utilizando los anticuerpos monoclonales. A este respecto, algunos de estos

fragmentos si fueron observados en las fracciones aisladas mediante HPLC.
A pesar de que la purificacién por HPLC evidencid la presencia de fragmentos adicionales
a los principales, no se debe ignorar que la separacion no fue totalmente eficiente dado

gue en al menos tres de los carriles del Western blot se observa una combinacion de dos
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proteinas inmunorreactivas de diferente masa, por lo que para lograr una mejor
separacion aquellas fracciones que contienen mas de una banda deberdn someterse a
técnicas de purificacion posteriores tal como la cromatografia de filtracion en gel, la cual

separa las proteinas en funcién de su tamafio (O’Fagain et al., 2017).

No obstante que la separacion de los fragmentos de PRL por HPLC no fue totalmente
eficiente, un fragmento de 6 kDa y uno de 11 kDa, contenidos en la fraccién 4 y 6
respectivamente, resultaron ser activos al inhibir la proliferaciéon y migracion de células
endoteliales en cultivo. El analisis de estas fracciones por Western blot y espectrometria
de masas reveld que la fraccion 4 contiene al fragmento o de 6 kDa que va del residuo 1
al 49. Sin embargo esta fraccion también contuvo una pequefa cantidad del fragmento &
también de 6 kDa que comprende los aminoacidos 54 al 103. Debido a esto, no se puede
descartar la posible contribucion del fragmento 6 a la bioactividad de la fraccion 4 aunque,
dado el bajo niumero de secuencias correspondientes a dicho fragmento 6 en relacion al
a, Se sugiere que la bioactividad reside fundamentalmente en los primeros 49
aminodacidos de la PRL. Con respecto a la fraccion 6, los analisis respectivos mostraron
que dicha fraccion contiene al fragmento no principal ® de 11 kDa, el cual va del
aminoécido 1 al 103 y corresponde a la mitad amino terminal de la molécula de PRL. Por
lo tanto, la trombina genera dos isoformas de vasoinhibina correspondientes al extremo

N-terminal de la PRL de 6 y 11 kDa de masa molecular.

En apoyo a esta conclusion, el fragmento 5 también se encuentra contenido dentro de la
secuencia del fragmento B que, de acuerdo a lo reportado por Khurana et al., y a lo
encontrado en este trabajo, carece de actividad antiangiogénica. De manera que si el
fragmento & es activo, dicha actividad debiera extenderse al fragmento 3 y esto no es asi.
Ademas, en un estudio reciente se mostré que el dominio activo de la vasoinhibina reside
en los primeros 79 aminoacidos de la secuencia de la PRL (Robles et al., 2018). En dicho
trabajo se sintetiz6 un péptido recombinante que comprende solamente los primeros 79
aminodacidos de la PRL y se mostré su actividad en ensayos in vitro de proliferacion y
migracion endotelial, asi como en la induccion de la expresién de genes blanco de la

vasoinhibina (Robles et al., 2018). Asimismo, otro reporte sefiala que un péptido de 14
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aminoacidos (residuos 45 a 58 de la PRL) tiene actividad antiangiogénica (Lee et al.,
2011). Sin embargo, también existe evidencia que propone la localizacion del
determinante antiangiogénico en los residuos 80 al 93 de la PRL (Nguyen et al., 2006) y

el fragmento 6 es el Unico que cumple con dicha condicion.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten afiadir a la trombina a la lista de
proteasas capaces de generar a la vasoinhibina a partir de PRL; queda por determinar si
esto ocurre fisiolégicamente y de ser asi, la importancia de este evento. Debido a que
recientemente se ha descrito que la vasoinhibina tiene actividad profibrinolitica (Bajou et
al., 2014), el hecho de que la trombina la genere abre la posibilidad de que la vasoinhibina
forme parte un loop de retroalimentacion negativa que limite la accion procoagulante de
la trombina. Esto seria un ejemplo mas de la eficiente regulacién de procesos biolégicos
via la activacién de influencias opuestas por una misma molécula, en este caso la

trombina.

Para que la generacion fisiologica de vasoinhibina por trombina sea posible, se requiere
que existan en el organismo condiciones similares a las que se utilizaron en la reaccion
de corte tales como la concentracion de la enzima y su sustrato, asi como el tiempo
necesario de reaccion. Las concentraciones utilizadas en la reaccion de corte fueron de
3.49 uM para PRL y 1.1 uM para trombina y la duracion de la reaccion fue de 24 h. De
manera enddgena la produccién mas importante y casi exclusiva de trombina ocurre
durante el proceso de coagulacién de manera local donde la concentracion maxima de
trombina es de 1.4 uM a los 6 min de iniciado el proceso después del cual decae
rapidamente (Mann et al., 2003). En cuanto a la PRL, su concentracion fisiolégica maxima
qgue alcanza, por ejemplo durante el embarazo y la lactancia, es de 16.2 nM (Abbassi-
Ghanavati et al., 2009), que es 200 veces menor a la que se utilizé en este trabajo. Sin
embargo, no se puede descartar que las condiciones fisiologicas del microambiente
tisular, no reproducidas en nuestro ensayo, favorezcan aun mas el procesamiento de la
PRL por trombina. Con base en estas consideraciones, podemos especular que de ocurrir
la generacion enddgena de la vasoinhibina por trombina, sus niveles pudieran ser bajos

y transitorios lo que dificultaria su deteccion por los métodos convencionales como la
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inmunoprecipitacion-Western blot. Por tal motivo, para evaluar la presencia endogena de
las isoformas de vasoinhibina encontradas en este trabajo y, por ende la relevancia
fisiolégica de dicho procesamiento, se requiere de métodos de cuantificacion mas

sensibles y especificos, tales como la espectrometria de masas de muestras biolégicas.
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10.Conclusiones

La trombina corta a la PRL humana para generar dos nuevas isoformas de vasoinhibina
de 6 y 11 kDa. Gracias a este trabajo es posible incluir a la trombina dentro de la lista de
proteasas capaces de generar a la vasoinhibina y asi extender esta familia a proteinas
menores a los 9 kDa. La generacion de vasoinhibina por trombina da un contexto
funcional a sus acciones profibrinoliticas y realza su posible papel en la regulacién de la
hemostasia y la angiogénesis durante la reparaciéon de heridas y fracturas. Futuros
estudios deberan enfocarse en la busqueda de la presencia endégena y caracterizacion

biolégica de estas nuevas isoformas de vasoinhibina.
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13.Apéndices

13.1. Lista de abreviaturas

aaAT
ANOVA
AP
bFGF
BME
BMP-1
C4-C11

C58-C174
C191-C199
CD

click
CPAE
Ctl

Da

DNA

DTT

EGF
EMEM
EdU
eNOS
ESI

H4

HK

hPRL
K53-A54

Antitrombina antiangiogénica

Andlisis de varianza

Fosfatasa alcalina

Factor de crecimiento fibroblastico basico

B-Mercaptoetanol

Proteina morfogenética de hueso 1

Enlace por puente bisulfuro que une a la cisteina 4 con la 11 de la
molécula de PRL

gue une a la cisteina 58 con la 174 de la molécula de PRL
“*“ que une a la cisteina 191 con la 199 de la molécula de PRL
Catepsina D

Reaccion de cicloadicion alquino-azida catalizada por cobre (1)
Células endoteliales de arteria pulmonar bovina

Control

Daltones

Acido desoxirribonucleico

Ditiotreitol

Factor de crecimiento epidérmico

Medio Eagle minimo esencial

5-Etinil-2’-deoxiuridina

Sintasa endotelial de 6xido nitrico

lonizacion por electroespray (Electrospray ionization)

a-hélice 4 de la PRL

Quininégeno de alto peso molecular

Prolactina humana

Sitio de corte para trombina en la molécula de PRL entre la lisina 53 y la

alanina 54



kDa

L1

L2

L3
MALDI-TOF

MAPK
MMP(s)
NR
PAI-1
PARs
PBS
PBST
PDB
PF4
PRL
R48-G49

R103-G104

RP-HPLC
SDS-PAGE

SFB
SDS
TBS
Th
u.a.
VEGF
Vi

kiloDaltones

Loop 1 de la PRL

Loop 2 de la PRL

Loop 3 de la PRL

Desorcion/ionizacioén laser asistida por matriz con detector de iones de
tiempo de vuelo

Proteinas cinasas activadas por mitdgenos

Metaloproteasa(s) de matriz

No reductoras

Inhibidor del activador del plasminégeno de tipo 1

Receptores activados por proteasas

Amortiguador de fosfatos

Amortiguador de fosfatos con Tween 20

Banco de datos de proteinas (Protein Data Bank)

Factor plaguetario 4

Prolactina

Sitio de corte para trombina en la molécula de PRL entre la arginina 48
y la glicina 49

Sitio de corte para trombina en la molécula de PRL entre la arginina 103
y la glicina 104

Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) en fase reversa
Electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes

Suero fetal bovino

Dodecilsulfato sodico

Amortiguador de Tris

Trombina

Unidades arbitrarias de absorbancia

Factor de crecimiento endotelial vascular

Vasoinhibina
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13.2. Cdbdigo de 1y 3 letras para representacion de los aminoacidos.

Aminoécido
Alanina
Arginina

Asparagina
Acido aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina

Valina

Caodigo (1 letra)

A

R
N
D
C
Q
E
G
H

—

< < = 4 »n W mMm Z X

Caodigo (3 letras)
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GlIn
Glu
Gly
His

lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr

Val
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