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Resumen
Objetivo: Determinar mediante un sistema in vitro la capacidad catalitica de las células
epiteliales de la cornea del raton, sobre plasmindgeno humano y la produccion de
angiostatina.
Material y Métodos: Se utilizo el epitelio de los 3 mm centrales de la cérnea, de 30 ratones
silvestres cepa C57BL./6), cuatro ratones transgénicos para metaloproteasa (MMP) -7 y
cuatro para MMP-12. El epitelio fue incubado con plasminégeno humano durante 0, 6, 12,
24 y 48 h en una solucién de PO, 50 mM, pH 7.4 a 37°C. En otro experimento, se incubaron
muestras de epitelio corneal de raton silvestre durante 48 h con diferentes concentraciones
de inhibidores de proteasas: inhibidor sintéticos de metaloproteasas (SIMP) y g-acido-
amino-caproico (e-ACA). Se analizaron por electrotransferencia utilizando un anticuerpo
policlonal anti-K1-3 del plasminégeno y revelado con un anticuerpo gonjugado con
fosfatasa alcalina.
Resultados: el plasmindégeno disminuyé conforme aumentd el tiempo de incubacién con
células epiteliales de ratones silvestres y transgénicos para MMP-7 y -12. Los niveles de
angiostatina se mantuvieron constantes a través del tiempo. El SIMP no tuvo efecto sobre la
degradacion de plasminogeno, sin embargo, disminuyd las fracciones de angiostatina al
aumentar su concentracion. Las incubaciones de epitelio corneal de ratones silvestres con
plasmindgeno humano adicionando e-ACA, aument6 las fracciones de plasmindgeno y
angiostatina conforme aumenté la concentracion de e-ACA.Conclusiones: Las células
epiteliales de ratones silvestres, transgénicos para MMP-7 y MMP-12 son capaces de
degradar el plasminégeno y mantener niveles constantes de angiostatina a traves del tiempo

en incubaciones in vitro.
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Abstract
Objective: to determine the cleavage capacity of corneal epithelial cells of wild type,
metalloproteinase (MMP) -7 and -12 knock out (KO} mice over plasmi.nogen and
production of angiostatin.
Methods: The corneal epithelium of the right eyes of 30 wild type (WT), 4 MMP-7 and four
-12 knock out mice were incubated with human plasminogen at different time points (6, 12,
24, and 48 h) in a solution of PO, 50 mM, pH 7.4 at 37°C. In other sets of experiments,
inhibitors of proteases were added at different concentrations and incubated with corneal
epithelial cells from wild type mice. Analysis was made through Western Blot using a
polyclonal anti-K1-3 plasminogen antibody and developed with an alkaline phosphatase-
conjugated antibody.
Results: Western Blot analysis revealed a progressive degradation of plasminogen through
time (0, 6, 12, 24 48 h) when incubated with corneal epithelial cells. In contrast,
plasminogen was not degraded when incubated alone for 48 h. The levels of angiostatin
were constant at all times. The degradation of plasminogen and the levels of angiostatin of
comneal epithelial cells of KO-MMP-7 and KO-MMP-12 mice incubated with plasminogen
did not differ from those observed with corneal epithelial cells from WT mice. The
degradation of plasminogen was not altered by SIMP. Angiostatin levels were reduced by
SIMP in a concentration dependent manner. The degradation of plasminogen and
angiostatin was reduced in a dose dependent manner when corneal epithelium of WT mice
was incubated with e-ACA.
Conclusions: Corneal epithelial cells harbor enzymatic activity that results in plasminogen

degradation and angiostatin production.
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INTRODUCCION
Antecedentes
Modelo de Homeostasis
El término angiogénesis fue introducido en 1935 para describir la formacion de nuevos
vasos sanguineos en la placenta.[1] Las células endoteliales vasculares normales estan
rodeadas de estimulos angiogénicos que incluyen factores de crecimiento y prostaglandinas
por un estimulo inflamatorio local. Esta comprobado, que el estado de vascularidad normal
de los tejidos refleja un balance complejo y preciso de los mediadores endogenos pro- y
anti-angiogénicos, un concepto llamado modelo de homeostasis de la angiogénesis.[2] La
pérdida de este balance en favor de la neovascularizacién predomina en varias entidades
patologicas. Por ejemplo, en las neoplasias, para que inicie la neovascularizacidn, es
necesario que disminuyan los inhibidores de la angiogénesis y a su vez, que aumente la
expresion de factores de crecimiento. Algunas de las patologias con pérdida del balance en
el sistema de regulacidon angiogénico incluyen al gen recientemente descrito de la
enfermedad de von Hippel-Lindau, la cual resulta de un aumento en la expresion del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF).[3] En la distrofia de fondo de Sorsby, entidad
heredada en forma dominante y caracterizada por una degeneracion disciforme en el édrea
macular, depdsitos de lipidos en la membrana de Bruch y membranas neovasculares
coroideas, una mutacion en el cromosoma 13 conduce a una pérdida de un inhtbidor de la
angiogénesis: el inhibidor tisular de metaloproteasa-3 [4]. Este concepto de homeostasis
angiogénica en el ojo y la falta de regulacion consecuente, ha tenido un valor operacional

importante en la comprension de’los mecanismos que determinan la angiogénesis ocular.
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En 1949, Cogan[2] propuso que la falta de crecimiento vascular en la cornea sana era
atribuible al medio intersticial, ya que el estroma es compacto, ambos factores previenen la
invasion vascular de la cornea.
Mecanismo de Angiogénesis
Existen tres modelos de angiogénesis hasta ahora descritos: ramaje; de crecimiento
microvascular intususceptivo (no-ramaje) y de reclutamiento y diferenciacion de células
madre primordiales. La angiogénesis por ramaje se caracteriza por la liberacion local de
factores angiogénicos, que dan lugar a la activacion de células endoteliales vasculares; la
protedlisis de la membrana basal subyacente resulta de la produccién endotelial del
activador de plasminégeno y otras enzimas que permiten a las células endoteliales migrar y
proliferar formando un nuevo vaso sanguineo.[5] En la intususcepcion, una evaginacion de
las células vasculares endoteliales se acompafia de la formacion de una columna de la
matriz extracelular, la cual puede prevenir ¢l colapso de la red vascular después de que el
flujo termina.[6] Muy probablemente este es uno de los modelos que participan en la
neovascularizacion corneal. En el tercer mecanismo, las células madre primordiales se
diferencian en angioblastos y a partir de la periferia son reclutados en zonas de hipoxia, en
donde sufren dicha diferenciacion para convertirse en células endoteliales vasculares.|[7]
Investigacion de la Angiogénesis
La investigacion de la angiogénesis ha tenido grandes avances en el drea de las neoplasias.
En la investigacion inicial de la vascularizacién tumoral, existidé durante dos décadas una
gran controversia entre si los vasos que llegéban a dicha masa ya existian o se formaban de
novo. De aquellos que favorecian la teoria de neovascularizacion, sugirieron que las células

tumorales proliferantes inducian el crecimiento de nuevos capilares sanguineos.[1]



Pagina |1
Hipotesis “Los tumores son dependientes de la angiogénesis”
En estudios iniciales, se observd que los tumores implantados en érganos aislados por
perfusion, crecieron pocos milimetros.[1] Sin embargo, cuando se reimplantaron en un
modelo animal en ratones, los tumores crecieron sobrepasando 1 cm’ con invasion letal para
el huésped. En los ratones los tumores se vascularizaron, a diferencia de lo que se observo
en el modelo de organo aislado donde no se vascularizaron.[1, 8] El endotelio capilar en
estos organos aislados en el modelo animal de ratdn se degeneraba gradualmente después
de una perfusion prolongada.[9]
Sobre la base de estos estudios se formularon las siguientes hipétesis: “los tumores solidos
son dependientes de la angiogénesis” y “la anti-angiogénesis podria ser una alternativa
terapéutica”,[10]
Estas hipotesis fueron apoyadas en cuanto las células tumorales fueron separadas de su
lecho vascular para prevenir la neovascularizacion. Los tumores detuvieron su crecimiento,
pero volvieron al proceso de crecimiento activo en cuanto la vascularizacién se
restablecio.[9]
Fuctores de crecimiento angiogénicos
Por lo menos se conocen 15 factores de crecimiento angiogénicos (Tabla 1).[2, 11-34] El
primer factor angiogénico, el factor de crecimiento basico de fibroblasto (bFGF), fue
purificado del condrosarcoma de la rata. Este factor se ha observado en la membrana basal
de corneas bovinas normales,[35] en la lagrima, y en algunas entidades oftalmoldgicas
como el pterigidn, en el vitreo de paciente con diabetes, y en membranas neovasculares de

la retina y la coroides.
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El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), se ha encontrado en mayor
concentracion en el vitreo de pacientes con retinopatia diabética proliferativa comparados
con los controles.[36] A pesar del mayor conocimiento del papel del VEGF en
enfermedades dependientes de la angiogénesis, los nuevos estudios sugieren que son
multiples los factores involucrados en la angiogénesis patologica. Las células endoteliales
de los vasos han sido observadas por inmunohistoquimica a través de la identificacion de la
molécula de adhesion celular endotelial-plaquetas (PECAM-1/CD31) y endoglina (CD105).
Dichas moléculas han permitido estudiar el desarrollo y la permeabilidad de los vasos en
neoplasias.[37]
Los factores de crecimiento endoteliales ligados a heparina consisten de polipéptidos
anidnicos con un punto isoeléctrico de 5 a 7 y un peso molecular de 15 a 18 kDa. Este tipo
de factores de crecimiento se han encontrado principalmente en el sistema nervioso central
e incluye al FGF acido (aFGF), y al VEGF.[38, 39] Otra clase de factores de crecimiento
celulares consisten de polipéptidos catidnicos con un punto isoeléctrico de 8 a 10 y un peso
molecular de 16 a 18.5 kDa. Los receptores para aFGF/VEGF tienen un peso molecular
entre 130 y 150 kDa y han sido identificados en células capilares endoteliales. Los
receptores del bFGF tienen un peso molecular de 125 a 145 kDa. Ambos factores <;le
crecimiento estimulan la proliferacion endotelial in vitro a una concentracion de 1 a 10
ng/ml. Sus propiedades angiogénicas también se han observado in vivo.
La angiogenina es un polipéptido con un peso molecular de 14.4 kDa. Este es un agente
angiogénico muy potente.[40] La importancia de la angiogénesis, o de la formacién de
nuevos vasos sanguineos, esta bien reconocida en una variedad de procesos patologicos, de

reacciones inflamatorias, de reacciones de rechazo, en la respuesta de hipersensibilidad
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retardada y en el crecimiento tumoral.[41] Hasta el momento el conocimiento de los
mecanismos por medio de los cuales se induce la neovascularizacion es limitado.[42]
Inhibicion de la angiogénesis
Las sefiales que promueven la angiogénesis son reguladas, en ¢! tejido sano, por la
presencia de inhibidores endogenos de la neovascularizacion. Una docena de moléculas
sintéticas v naturales han sido reportadas con propiedades anti-angiogénicas (Tabla 1).
Actualmente se estan probando 20 medicamentos en ensayos clinicos humanos,
principalmente en el drea del cancer y en pacientes con degeneracion macular relacionada
con la edad. Esta terapia[8] fue disefiada para revertir a su estado normal a las células
vasculares endoteliales proliferantes.

Las células involucradas en la anti-angtogénesis son el pericito[43] y el macrofago.[44] El
macrofago es también capaz de producir factores angiogénicos como el bFGF. Dong y cols.
[44] han demostrado que los macrofagos que invaden el carcinoma de pulmon de Lewis
pueden producir metaloelastasa. Esta enzima genera un inhibidor de ia angiogénesis, la
angiostatina. Esta es una proteina con un peso molecular de 58 kDa producto de la
degradacion del plasminégeno. La actividad de la angiostatina es especifica para inhibir la
proliferacién endotelial. La angiostatina puede suprimir las metastasis asi como inducir la
regresién de los carcinomas de mama, prdstata y colon.[45] En el ratén, la administracién
ststémica de angiostatina ha demostrado inhibir a neovascularizacion corneal sin toxicidad
agregada.[46] El mecanismo por el cual la angiostatina disminuye la actividad vascular
endotelial parece ser a través de apoptosis y de la activacion de adhesion focal de una
cinasa.[47] Entre otros inhibidores de la angiogénesis se encuentra la endostatina, un

fragmento de 18 kDa de la coldgena tipo X VIII.
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Produccion enzimdtica de angiostatina a partir de plasminégeno
La angiostatina ha demostrado tener un papel en el mantenimiento de la transparencia
corneal, al impedir el crecimiento de vasos sanguineos en la cornea. La angiostatina inhibe
la vascularizacién corneal inducida por VEGF en el raton.[48] En nuestro laboratorio,
hemos realizado experimentos que muestran que al neutralizar la angiostatina con
anticuerpos especificos, se logra inducir la vascularizacion de la cérnea después de 36 h de
fotoablacion, mientras que la neutralizacién de la cadena B del plasmindgeno tuvo un
efecto significativamente menor.[49] Varios estudios in vifro, han demostrado que la
degradacion enzimatica del plasminégeno catalizada por las metaloproteasas (MMPs) -2, -
7, -9 y -12 [44, 50], la plasmina[51] y la elastasa pancreatica[46, 48, 52] genera
angiostatina. Estos hallazgos sugieren un papel potencial de las MMPs en la produccion de
angiostatina in vivo y en el mantenimiento de la falta de vasos sanguineos en la cornea.
El plasminégeno es una proteina de dos cadenas, A y B; la cadena A incluye 5 dominios. El
N-terminal de la angiostatina corresponde al residuo 97 del plasmindgeno, y el C-terminal
estd localizado entre el dominio 3 y 5, dependiendo de la enzima que acte sobre el
plasminogeno.[44] El peso molecular de la angiostatina es de 58 kDa.[50] O’Reilly(45]
reportd que la angiostatina estaba compuesta de los primeros 3 dominios del plasmindgeno
y que es generada por elastasa pancreatica.[48] Tiempo después, Patterson[50] reportd que
la angiostatina producida por la actividad proteolitica de MMP-7 y -9 estaba compuesta por
los primeros 4 dominios del plasminégeno con un peso molecular de 58 kDa. Las diferentes
subespecies de angiostatina y los dominios que las componen y, asi como los posibles sitios

de hidrélisis se muestran en la figura 1.
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Datos preliminares sugieren que la MMP-2 actia sobre el plasminogeno para producir
espec.ies de angiostatina con pesos moleculares intermedios (40-45 kDa, O’Reilly
comunicaciéon personal). La actividad anti-angiogénica de los dominios 1, 2, 3 y 4 de la
angiostatina ha sido estudiada por Cao y cols., quienes mostraron que la actividad
inhibitoria mas potente se presenta en los dominios 1-3.[53, 54]
Planteamiento del Problema
De acuerdo a los estudios antes sefialados que implican la probable participacion de la
angiostatina como inhibidor de la neovascularizacion corneal en procesos patologicos, el
conocer el efecto del epitelio corneal sobre la degradacion del plasminédgeno y la formacién
de angiostatina en el mantenimiento de la homeostasis de la angiogénesis corneal, se
plantearon una serie de experimentos utilizando el epitelio corneal de ratones silvestres y
transgénicos para lo cual utilizamos la siguiente estrategia: 1) Efecto de las células
epiteliales de la cornea de ratones silvestres sobre el plasmindgeno y produccion de
angtostatina in vitro; analizando los productos obtenidos por electrotransferencia a través de
anti cuerpos especificos contra los dominios 1 a 3 del plasmindgeno, componentes
principales de la angisotatina. 2) Efecto de las células epiteliales de la cornea de ratones
transgénicos para MMPs-7 y —12, enzimas que han demostrado su papel catalitico sobre ¢l
plasminégeno y consecuente produccion de angiostatina. 3) Efecto del inhibidor sintético
de metaproteasa (SIMP) y e-acido amino caproico (e-ACA) sobre la degradacion de

plasmindgeno y produccion de angiostatina.
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Justificacion
La neovascularizacidn corneal puede resultar de una lesiéon corneal quimica, traumatica o
infecciosa severa, siendo una de las primeras causas de ceguera legal, secundaria a
problemas corneales en el mundo. Los factores que intervienen en el mantenimiento de la
ausencia de vasos sanguineos de la comea en condiciones fisioldgicas no han sido
completamente elucidadas y es en este punto particular en el que el estudio de sustancias
anti-angiogénicas con potencial terapéutico es de suma importancia.
Hipdtesis
1. El epitelio corneal de ratones silvestres genera angiostatina a partir de la degradacion
proteolitica del plasmindgeno in vitro.
2. La degradacion de plasmindégeno y la produccion de angiostatina por las células
corneales epiteliales de ratones transgénicos para MMPs-7 v —12 estan disminuidas.

La degradacion de plasmindgeno por el epitelio corneal in vifro disminuye por la adicidon

Ll

de inhibidores de la plasmina y de SIMPs.

4. La produccion de angiostatina por el epitelio corneal in vitro disminuye por la adicién de
inhibidores de la plasmina y de SIMPs.

Objetivo

Determinar la capacidad proteolitica del epitelio corneal sobre el plasmindgeno y

produccién de angiostatina.

Metas

1. Determinar el efecto de las células epiteliales corneales sobre la degradacidon de

plasminogeno in vitro.
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Justificacion
La neovascularizacion corneal puede resultar de una lesion corneal quimica, traumatica o
infecciosa severa, siendo una de las primeras causas de ceguera legal, secundaria a
problemas corneales en el mundo. Los factores que intervienen en el mantenimiento de la
ausencia de vasos sanguineos de la cornea en ‘condiciones fisiologicas no han sido
completamente elucidadas y es en este punto particular en el que el estudio de sustancias
anti-angiogénicas con potencial terapéutico es de suma importancia.
Hipoétesis
1. El epitelio corneal de ratones silvestres genera angiostatina a partir de la degradacion

proteolitica del plasminogeno in vitro.

2. La degradacion de plasmindégeno y la produccion de angiostatina por las células

corneales epiteliales de ratones transgénicos para MMPs-7 y —12 estan disminuidas.

e

. La degradacion de plasminogeno per el epitelio corneal in vitro disminuye por la adicién
de inhibidores de la plasmina y de SIMPs.

4. La produccién de angiostatina por ¢l epitelio corneal in vitro disminuye por la adicion de

inhibidores de la plasmina y de SIMPs.

Objetivo

Determinar la capacidad proteolitica del epitelio corneal sobre el plasmindgeno y

produccion de angiostatina.

Metas

1. Determinar e! efecto de las células epiteliales corneales sobre la degradacién de

plasminogeno in vitro.
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2. Determinar el efecto de las células epiteliales corneales sobre la produccion de
angiostatina in vitro.
3. Determinar el efecto del e-ACA sobre la degradaciéon de plasminégeno y la produccion
de angiostatina por células corneales epiteliales in vitro.
4. Determinar el efecto de SIMP sobre la degradacién de plasmindgeno y la produccion de

angiostatina por células corneales epiteliales in vitro.
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Material y Métodos
Animales
Todos los anitmales en este estudio se manejaron de acuerdo a la Guia de Manejo de
Animales de Investigacion de la Asociacion de Investigacién en Vision y Oftalmologia
{(Association for Research in Vision and Ophthalmology). Se utilizaron 30 ratones cepa
C57BL/6J (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), cuatro ratones transgénicos para
MMP-7 donados por del Dr. L.M. Matrisian (Vanderbilt University, Nashville, TN) y 4
ratones transgénicos para MMP-12 donados por el Dr. S. Shapiro (Barnes Jewish Hospital,
St. Louis, MO).
Obtencion del Epitelio Corneal
Se utilizo el epitelio corneal del ojo derecho de cada uno de los ratones. Antes de la
obtencion del epitelio corneal, los animales fueron anestesiados con una inyeccidn
intramuscular de 0.5 — 0.7 ml/kg de peso de una mezcla de ketamina (100 mg/ml; Ketalar,
Parke-Davis, Morris Plains, NJ), xilazina (20 mg/ml), y promazina (33 mg/ml) y la
aplicacion topica de una gota de proparacaina al 0.5%. Bajo observacidén microscépica
(OMS-70, Topcon, Japén, lente /=175, magnificacion 9.7x) se obtuvieron 3 mm centrales
del epitelio corneal con una hoja de bisturi del no. 15.
Aunque no se¢ determin¢ el porcentaje de células epiteliales, en el campo de la oftalmologia,
es comin que al realizar el raspado epitelial, para diferentes procedimientos
quirargicos,[35] solo se obtenga esta estirpe celular. Ademas, en el estudio de la cinética
celular, después del raspado corneal, se ha demostrado histoldgicamente que la técnica con

hoja de bisturi, Onicamente remueve el epitelio corneal.[56] Las muestras de epitelio se
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depositaron en un solo tubo de coleccidn y estos fueron almacenados a -70°C hasta la fase
de incubacion.

Fases e Incubaciones

El proyecto esta dividido en 4 fases, en las fases 2 y 3 los experimentos se realizaron por
triplicado.

En la primera fase, después de descongelar el epitelio a temperatura ambiente (20-24°C), el
epitelio se homogeneizd con una solucion de PO, 50 mM, pH 7.4, se centrifugo a 16,000 g,
y €l sobrenadante se utilizo para los experimentos. Se determiné la concentracién 6ptima de
sustrato (plasmindgeno) y del componente enzimatico (epitelio corneal). Se utilizaron 4
concentraciones de plasmindgeno: 3.9 x 10° M, 1.9x 10° M, 94 x 10* M, 48 x 10" My
2.4 x 10™ M. El plasmindgeno utilizado en las incubaciones fue Glu-plasminégeno humano
(American Diagnostica Inc., Greenwich, CT). El epitelio fue incubado en una solucion de
PO, 50 mM a 37°C durante 48 h. Las reacciones fueron detenidas con un amortiguador 5
mM EDTA, 2 pug/ml Laupepting, 125 mM Tris pH 6.8, 2% SDS y 20% glicerol. Las
muestras fueron entonces preparadas y analizadas por la técnica de electrotransferencia,
indicada mas adelante.

Una vez determinada la concentracion de plasmindgeno que producia la mayor expresion
de angiostatina (3.9 x 10 M) en una razén de 1:20 (plasmindgeno:tejido epitelial), en la
segunda fase se determiné la relacidén temporal de esta incubacion, Para estas dos fases se
utilizaron el epitelio corneal del ojo derecho de 20 ratones silvestres. En al segunda vy
tercera fase se utilizé la razon 1:20 (plasmindgeno:tejido epitelial) y se incubaron las
muestras a 37°C con plasmindgeno humano durante diferentes periodos de tiempo: 0, 6 ,

12,24 y 48 h.
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En la tercera fase se realizaron incubaciones con el epitelio corneal proveniente de 4 ratones
transgénicos para MMP-7 y —12 para comparar los resultados con los de los ratones
silvestres. Las condiciones de incubacion fueron similares a las de la fase 2.

En una cuarta fase se obtuvo el epitelio coreal del ojo derecho de 10 ratones silvestres.
Este epitelio se incubd con plasmindgeno, se adicionaron inhibidores de proteasas, ya sea
e-ACA (Sigma, St. Louis, MO) o SIMP ((2R)-2-Mercaptometil-4-Metipentanoil L-
Fenilalanil-L-Alanina Amida, Peptides International Inc., Louisville, KY). La relacién
sustrato:enzima utilizadas fueron las recomendadas por el fabricante y las estimadas a
través de otros investigadores en ensayos de incubacion similares para MMPs[57, 58] y
concentraciones plasmaticas de uso clinico para el e-ACA.[59] Estos inhibidores fueron
probados a diferentes concentraciones.

Todos los experimentos tuvieron incubaciones controles: epitelio no incubado,
plasminogeno no incubado, epitelio incubado sin plasminogeno y plasminégeno incubado
sin epitelio.

Electrotransferencia

Después de haber detenido las reacciones, agregando SmM EDTA, 2 mg/ml Laupepting,
125 mM Tris pH 6.8, 2% SDS y 20% glicerol, fueron analizadas por la técnica de
electrotransferencia en condiciones no reductoras.{48, 60] La cantidad de proteina cargada
por carril se calculé a través de un ensayo proteico dotMETRIC (Chemicon International,
Inc.. Temecula, CA}, se utilizd un estandar interno incluido en el ensayo. Las muestras se
mezclaron con un volumen 1:1 de amortiguador de muestra (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 50%
glicerol, 10% SDS y 0.1% Azul de bromofenol). Se calentaron durante 3 min. a 100°C. Se

corrieron por electroforesis en gel de 10% SDS durante 2 h 30 min. a un voltaje de 125
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volts en una soluciéon amortiguadora Tris-Glicina. Posteriormente fueron electro-
transferidas a una membrana de 0.20 um de difluoruro de polivinileno (PVDF, Novex, San
Diego, CA) durante 90 min. a una corriente de 80 mAmp. Se bloquearon con una solucién
de PO,, 50 mM, pH 7.4, caseina al 5% durante una h. Después de 3 lavados con solucion de
PO, 50 mM, se incubaron por la noche a -20°C, con el anticuerpo primario: anticuerpo
policlonal anti-K1-K3 plasminogeno humano originado en conejo (dilucion 1/250),
(Biogenesis, Inc., Sandown, NH). Después de una segunda serie de 3 lavados (10 min.) con
PO, se incubd la membrana durante 1 h con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina (dilucién 1/2000, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
Grove, PA), y se revelé usando 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato/nitroazul cloruro de
tetrazolio (Boehringer Mannheim, Germany).

La identificacion de cada una de las fracciones en las membranas se realizo de acuerdo a un
marcador de peso molecular (Gibco BRL protein ladder, Life Technologies, Rockville,
MD), adicionalmente se realizé un andlisis densitométrico. Las membranas, después de la
electrotransferencia, fueron digitalizadas en un formato de grafico PCX con un
digitilalizador Duoscan f 40 (AGFA, Notario, Canadd). La imagen fue importada al
programa 1D Main advanced TLC program (Advanced American Biotechnology,
Fullerton, CA) y se seleccionaron los carriles para analisis. Se capturaron los pesos
moleculares de acuerdo al marcador estandar. Para el analisis, las imagenes fueron
optimizadas a través de una normalizacion del fondo (None linear global background

correction).
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Resultados
Primera fuse
Al realizar la electrotransferencia, se encontré que el plasmindgeno tuvo un peso molecular
aproximado de 116 kDa. Después de incubar el epitelio corneal de ratén silvestre con
diferentes concentraciones de plasmindgeno, durante 12 h, se observd mayor produccion de
angiostatina conforme aumentd la concentracion de plasmindgeno (Fig. 2, carriles 2y 6 a 9;
Fig 3). La incubacién del epitelio corneal, sin agregar plasmindgeno, expresd una menor
cantidad de plasmindgeno y una proteina de aproximadamente 58 kDa (Fig. 2, carril 3,
angiostatina). La mayor carga de plasmin6geno (3.9 x 107 M) mostr6 la mayor cantidad de
plasmina y angiostatina (Fig. 2, carril 2; Fig 3), comparado con la menor carga de
plasminégeno en donde a las 12 h de incubacidn, se observé menor expresion de
angiostatina (Fig. 2, carril 9).
Segunda fase
De acuerdo a los resultados de la primera fase, para la segunda fase del estudio se realizaron
experimentos con una carga por carril de 3.3 ug de proteina y una concentracion de
plasmindgeno de 3.9 x 10° M. Durante la incubacién del plasminégeno humano con
epitelio corneal de ratdn silvestre se observd una disminucion de la cantidad de
plasmindgeno directamente proporcional al tiempo de incubacién (Fig. 4, carriles 6 a 10, P;
Fig 5). Los niveles de angiostatina permanecieron constantes durante los diferentes tiempos
de incubacion. En contraste el plasminogeno no sufrid degradacién cuando se incubd
durante 24 h sin agregar epitelio corneal de ratén (Fig. 4, carril 3) y sin incubacion alguna
(Fig. 4, carril 2). El epitelio corneal incubado sin adicionar plasmindgeno no mostré una

expresion de plasminégeno. Los niveles de plasmindgeno se mantuvieron bajos en las
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muestras no incubadas como en las incubadas durante 24 h (Fig. 4, carriles 4 vs. 5) y hasta
las 48 h (Fig. 6, carril 3).

El analisis densitométrico (Fig. 5) mostré una disminucion en la densidad optica del
plasmindgeno humano asociado al tiempo de incubacién. En contraste, la angiostatina se
mantuvo con niveles constantes.

Los experimentos controles, en donde se incubé el plasmindgeno y el epitelio corneal en
forma independiente en diferentes puntos en el tiempo se muestran en la figura 6. El
plasminégeno en ausencia de epitelio corneal no se afectd por el tiempo de incubacion, por
lo menos hasta las 48 h (Fig. 6, carriles 1-3, P). Los niveles de angiostatina en el epitelio
corneal incubado en ausencia del plasminogeno humano se mantuvieron constantes durante
48 h de incubacién (Fig. 6, carriles 4-6,A).

Tercera fase

Las incubaciones realizadas con el epitelio corneal de ratones transgénicos para MMP-7 y -
12 con plasmindégeno humano presentaron un degradacién de plasminégeno y niveles
constantes de angiostatina a través del tiempo, muy similares a los observados en los
experimentos realizados con epitelio corneal de ratones silvestres (Fig. 7 vs. 4, 8 y 9 vs. 5).
Los experimentos controles del epitelio corneal proveniente de los ratones transgénicos
(Fig. 10) se comportaron de manera similar a las incubaciones del epitelio corneal de
ratones silvestres con expresién de plasmindgeno durante los diferentes tiempos de
incubacion y niveles estables de angiostatina con una banda de mayor definicion (Fig. 6,
carriles 4-6).

Cuarta fase, efecto de los inhibidores de proteasas: las incubaciones con el SIMP (Fig. 11,

carriles 3-6, P) no mostraron resultados diferentes sobre la degradacion de plasminogeno a
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las 48 h, al compararse con las incubaciones en ausencia de SIMP en ratones silvestres (Fig.
4, carril 9) o en transgénicos (Fig. 7, carril 8). Sin embargo, se observd un menor nivel de
angiostatina conforme se aumento la concentracion del SIMP (Fig. 11, carriles 3 a 6, A;
Fig. 12).

La incubacién durante 48 h de las células del epitelio corneal de ratén silvestre con
plasminégeno humano adicionando diferentes concentraciones de e-ACA se muestra en la
figura 13. La degradacion de plasminogeno disminuye conforme aumenta la concentracion
de e-ACA (Fig. 13, carriles 3 a 5, P; Fig. 14). En contraste, el plasmindgeno es
completamente degradado cuando el £-ACA no es agregado (Fig. 13, carnl 2, P). El
plasminogeno incubado sin tejido no se degrada después de 48 h de incubacién (Fig. 13,
carril 1, P). Los niveles de angiostatina parecen aumentar conforme se aumenta la
concentracion de e-ACA (Fig. 13, carriles 3 a 6, A; Fig 14). En forma similar a los
experimentos anteriores, la angiostatina no se genera al incubar al plasmindgeno en
ausencia de células epiteliales (Fig. 13, carril 1) y su expresion es la esperada al adicionarse

tejido epitelial (Fig. 13, carril 2).
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Discusién
La angiostatina es un potente inhibidor de la angiogénesis, que tiene como blanco
especifico a las células endoteliales proliferantes.[48, 61] En el presente trabajo estudiamos
la capacidad enzimatica de las células epiteliales corneales de ratén para la generacién de
anglostatina a partir de plasmindgeno humano en un sistema enzimatico celular in virro.
Las patologias corneales cursan con vascularizacién corneal y son causa importante de
ceguera legal, definida por la Organizacion Mundial de la Salud como una agudeza visual
de 3/60 (0.05) o pérdida correspondiente en el campo visual en el mejor ojo con la mejor
correccion posible. Corresponde a la pérdida de la visidon suficiente para caminar.[62] La
identificacion de agentes inhibidores de la angiogénesis representa ahora un abordaje
terapéutico potencial para el control de la neovascularizacién corneal.
Digestion de Plasminogeno por el Epitelio Corneal

El plasmindgeno humano esta formado por una cadena que contiene 791 aminoacidos con

289 346

un sitio de N-glicosilacion en la Asn“™ y un sitio de O-glicosilacion en la Thr'*. La region
no-proteasica del plasmindgeno se encuentra dentro de los 461 aminoacidos del extremo
amino terminal. El dominio amino terminal esta formado también por un péptido de
“preactivacion”. Hacia el extremo carboxi-terminal le siguen 5 dominios. Las secuencias de
cada dominio contienen entre 78 y 80 residuos de aminoacidos. La angtostatina contiene los
4 primeros dominios del plasmindgeno empezando en el residuo Lys™, en el extremo amino
terminal. Fragmentos de los dominios 1-4, 1-3 y 4 son obtemdos a partir de la digestion del
plasminégeno por la elastasa.[53]

Varias enzimas son capaces de catalizar la conversion de plasminogeno a angiostatina in

vitro, sin embargo, aungue no se conocen a las proteasas responsables de esta conversion in
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vivo. La uroquinasa (uPA) y los donadores de sulfidrilos libres (FSDs) generan
angiostatina.[51] En sistemas aislados de componentes celulares, los activadores del
plasminégeno [uPA, activador del plasmindgeno tipo-tisular (tPA) o la estreptoquinasa] en
combinacion con una serie de FSDs (N-acetil-L-cisteina, D-penicilamina, captopril, L-
cisteina, o glutation reducido) producen angiostatina a partir def plasminégeno.[51]

La uPA o el tPA convierten el plasminogeno a plasmina por hidrélisis de la union peptidica
entre la Arg’®'-Val’®. La activacion resulta en la produccién autoproteolitica de un péptido
amino terminal por la ruptura de la unién peptidica entre Lys”’-Lys™. El quinto domino
{cadena pesada) estd unido covalentemente a la serina de la proteasa. Las incubaciones
realizadas por Stathakis y cols.[63] con células de ovario de hamster chino resultaron en la
formacion de los primeros cuatro dominios de la plasmina, con un amino terminal de Lys-
Val-Tyr-Leu-Ser-Glu que corresponde a la Lys™ de la plasmina. Esta estructura
corresponde a la angiostatina.[48]

Se ha demostrado un papel catalitico importante de la plasmina para le generaciéon de
angiostatina a través de plasmindgeno recombinante como sustrato.[51] Sin embargo esta
capacidad de conversién de la plasmina solo se logré en presencia de N-acetil-L-
cisteina.{51]

En el presente estudio, las células epiteliales de la cornea de raton fueron capaces de
degradar el plasmindgeno. Dichas células tienen un complejo enzimatico con capacidad
catalitica sobre el plasminogeno.

Produccion de Angiostatina por las Célulus del Epitelio Corneal

No se conoce el origen in vivo de la angiostatina en la cérnea. Es poco probable que las

células epiteliales corneales la produzcan ya que carecen de RNAm detectable para



Pagina 27
plasmindgeno (Ye, H. comunicacion personal). En nuestro laboratorio, hemos demostrado
que el plasmindgeno ilega al epitelio corneal a través de la pelicula lagrimal.[49] No existen
otros estudios en donde se pretenda determinar el origen de la angiostatina en al cornea.

La manipulacién extracelular de las uniones disulfuro de diferentes proteinas, se ha
implicado en varios procesos biolégicos, incluyendo la penetracién de los virus y las
endotoxinas a las células y la activacion de ciertos receptores de citosinas.[63] Stathakis y
cols., demostraron que la reduccién de una o mas uniones disulfuro en la serin-proteasa y
plasmina, por una reductasa producida por células de ovario de hamster chino o células
HT1080. La reductasa de plasmina producida por dichas células requiere de un pequefio
cofactor para lograr su actividad y parece ser el glutation el que realiza este papel. Estos
resultados apoyan la actividad de la plasmina dentro de la angiogénesis.[63]

La capacidad inhibitoria de los diferentes dominios de la angiostatina sobre el endotelio
vascular fue estudiada por Cao y cols.[53] En dichos estudios, determinaron los pesos
moleculares de los dominios y de las subespecies de la angiostatina. En este mismo
estudio, se reportd la capacidad inhibitoria en forma individual y combinada de los
diferentes dominios de la angiostatina. Los diferentes dominios de la angiostatina obtenidos
por digestion elastética de Lys-plasmindgeno humano han revelado un peso molecular de
45 kDa para el fragmento K1-4 y de 38 kDa para el fragmento K1-3. Otros fragmentos
mostraron pesos moleculares menores (K2-3, 21 kDa).[53]

De los diferentes dominios de la angiostatina, el primero es el que tiene una mayor
inhibici6n sobre las células endoteliales vasculares.[53]

El cuarto dominio es el inico que contiene 2 pares de lisinas cargadas positivamente, cada

una adyacente a la Cys™ y Cys¥. El analisis de la estructura tridimensional, muestra que
y YsoyLy q
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estas cuatro lisinas juntas con Lys”, configuran y exponen un drea cargada positivamente
en el dominio 4, mientras que los otros dominios carecen de este agrupamiento catidnico, se
desconoce el significado fisiologico de este hallazgo.[53]

La secuenciacion de la angiostatina ha demostrado que es idéntica a un fragmento interno
del plasminégeno en el ratén empezando por el residuo Val™.[48)

Basado en su peso molecular, el extremo carboxi- terminal de la angiostatina se estima en el
restduo 440 del plasmindgeno. De esta forma, la angiostatina esta formada por las cuatro
primeras estructuras de asas triples-disulfuro. Los fragmentos proteoliticos del
plasminégeno humanos, asi como la angiostatina murina, inhiben la proliferacidon vascular
endotelial in vitro.[46]

En los experimentos realizados, la adicion de plasmindgeno humano no fue necesaria para
que los niveles de angiostatina se mantuvieran constantes a traves del tiempo cuando las
células epiteliales corneales del raton se incubaron a 37°C durante 48 h. Sin embargo, los
niveles de angiostatina aumentaron una vez que el plasmindgeno fue agregado. Este
aumento no esta asociado con el tiempo de incubacidn, sino que se mantiene constante por
lo menos durante 48 h. Es posible que los niveles estables de angiostatina sean resultado de
un balance entre la produccién y la degradacion de esta proteina. Por un lado, el epitelio
comeal degrada al plasmindgeno, produce angiostatina y por el otro, la angiostatina es
degradada por otras proteasas.[51] Esta hipbtesis es apoyada por los hallazgos de Patterson
y cols.[50] quienes en un sistema libre de células incubaron plasminégeno con MMP-9 y —
7, donde los niveles de plasminogeno disminuyeron con relacion al tiempo de incubacion y

los niveles de angiostatina permanecieron constantes, los productos de menor peso
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molecular fueron identificados por Patterson y cols. a través de una tincién de plata del get
(SDS12% - PAGE) después de la electroforesis.

Papel de las MMPs en la Degradacion del Plasminégeno y produccion de Angiostatina

Las MMPs y los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) tienen un papel
importante en la regulacion de la angiogénesis. La colagenasa intersticial (MMP-1), la
gelatinasa A de 72 kDa (MMP-2) y la gelatinasa B de 92 kDa (MMP-9) disuelven la matriz
extracelular y pueden iniciar y promover la angiogénesis. Probablemente TIMP-1 a -4
inhiben la angiogénesis. El nuevo paradigma nace a partir de cierta evidencia en donde
matrilisina (MMP-7), MMP-9 y la mletaloelastasa (MMP-12) bloquean la angiogénesis a
partir de la conversion de plasmindgeno a angiostatina.[64]

Patterson y cols.[50] mostraron la capacidad catalitica de MMP-7 y -9 sobre el
plasminégeno y produccion de angiostatina in vitro. Ambas producen degradacién del
plasmindgeno entre el dominio 4 y 5 para generar angiostatina. La MMP-7 produce ruptura
entre la Pro™-Val™, y la MMP-9 entre Pro**-Pro*®. La MMP-12 también ha mostrado su
capacidad para producir angiostatina a partir de plasminogeno.[44]

A pesar de la evidencia in vitro de la capacidad de MMP-7[50] y -12[44] para degradar el
plasminogeno y producir angiostatina in vitro, la incubacion de epitelio corneal de ratones
transgénicos (con deficiencia de MMP-7 y -12) con plasmindgeno no reveld disminucion en
la degradacion de plasmindgeno, ni en la produccién de angiostatina. Esta observacion
puede ser el resultado de una compensacién catalitica por otras enzimas proteoliticas (otras

MMPs y plasmina) de plasmindgeno y productoras de angiostatina en ratones transgénicos.



Pagina 30
Incubaciones con -ACA y el papel potencial de la plasmina
Los estudios realizados de incubaciones con inhibidores de proteasas son pocos.[63] En el
presente estudio se observé una pérdida importante de la capacidad catalitica de las células
epiteliales de raton silvestre sobre el plasminoégeno al adicionar e-ACA. En un estudio
realizado por Stathakis y cols.,[63] no encontraron cambios en la produccion de
angiostatina al pre-incubar células de ovario de hamster chino con 25mM de e-ACA
durante 30 min. Los experimentos realizados por este autor difieren en forma considerable
respecto al presente estudio por lo que sus resultados probablemente no sean, del todo,
comparables. Las células de ovario de hamster chino son diferentes a las células epiteliales
de la cdrnea de raton cepa CS57BL/6J. En el presente estudio se incubaron células
adicionando plasmindgeno, en el estudio comentado se adicioné plasmina. Las
incubaciones en el estudio anterior fueron por 3 vy 6 h vs. 6, 12, 24 y 48 h. En el presente
estudio las incubaciones se realizaron durante 48 h, en el estudio con células de hamsteres
se pre-incubaron con €-ACA durante 20 minutos. El anticuerpo utilizado en el previo
estudio fue policlonal anti-plasmindégeno humano de conejo, en el presente estudio se
utilizaron anti-cuerpos anti K1-K3 del plasmindgeno,
De los supresores endoteliales vasculares caracterizados, varios son formados de
fragmentos proteoliticos. Por ejemplo, el fragmento terminal de 16 kDa de la prolactina
humana inhibe la proliferacion celular endotelial y la angiogénesis in vivo. [65] Al igual
que la molécula intacta de prolactina, no inhibe la proliferacion celular endotelial, ni la
angiogénesis. Fragmentos pequefios peptidicos de la fibronectina, factor de crecimiento
epidérmico murino, y la trombospondina tambié€n han mostrado una inhibicion selectiva del

crecimiento celular endotelial vascular.[66-68} Por lo anterior, es plausible que la
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angiostatina, con propiedades anti-angiogénicas se produzca a partir del plasminégeno, que
es una molécula de mayor peso molecular sin actividad angiogénica.

La capacidad catalitica sobre el plasmindgeno de las células epiteliales de la cornea de
ratones transgénicos para MMP-7 y -12, puede estar conservada por la participacion de
otras enzimas proteoliticas que compensan la deficiencia de MMPs. Actualmente, se esta
trabajando en el laboratorio con el desarrollo de ratones transgénicos combinados (MMP-7
+-12) para investigar este punto.

Las células comneales pueden expresar uno 0 mas factores angiogénicos que funcionan en
forma sinérgica para promover la vascularizacion comeal en condiciones patolégicas.
Aunque la expresion de factores angiogénicos en la cornea es necesaria para la formacién
de nuevos vasos, no es suficiente para la que la cornea se vascularize.

Existe evidencia, realizada por nuestro grupo, en el que la neutralizacién de plasminoégeno y
angiostatina a través de anticuerpos especificos inyectados en la cornea que ha sufrido
tesién con laser Excimer promueve la neovascularizacion corneal.[49] La relevancia y
significacion fisioldégica de la generacidn de angiostatina por las células epiteliales

corneales aun debe investigarse.
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Conclusiones

(WS

El epitelio corneal del raton tiene capacidad enzimatica de' degradar ¢l plasminégeno
humano in vitro.

Los niveles de angiostatina se mantienen constantes durante la incubacién de las células
epiteliales corneales del raton a través del tiempo.

La incubacidn de epitelio corneal de ratones transgénicos (con deficiencia de MMP-7 y
-12) con plasmindgeno no reveld disminucion en la degradacién de plasminogeno, ni en
la produccion de angiostatina.

El dcido g-amino-n-caproico inhibid la degradacion proteolitica del plasmindgeno y la
angiostatina en forma dosis dependiente.

El inhibidor sintético de MMPs (SIMP) no alterd significativamente la degradacion del
plasmindgeno, pero resultd en una disminucion en los niveles de angiostatina de manera

dosis dependiente.
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Tablas y figuras

Tabla 1. Factores involucrados en la angiogénesis y factores anti-angiogénicas

Pro-angiogénicos Anti-angiogénicos

Factor de crecimiento endotelial vascular™"  Angiostatina®'*

Factor de crecimiento fibroblastico: basico y Endostatina®*

acidico”

Factor alfa de crecimiento transformador™ Trombospondina®*
Factor beta de crecimiento transformador’™® Factor de plaquetas 4"* +
Factor alfa de necrosis tumoral" Fibronectina®™*
Angiogenina® Prolactina’*

Factor de crecimiento celular endotelial Talidomida® +
derivado de plaquetas'®

Interleucina 8'° Interteucina 12"

Factor estimulante de colonias de granulocitos'? Vitaxina® ¥

Factor de crecimiento placentario'® Taxol T
Factor de crecimiento de hepatocitos™ Suramin®
Pleitropina’ CM101° ¥
Proliferina’ Neovastat™ ¥
Filistatina® SU101" ¥
Midkina’ SU3416° §

* Inhibidores endégenos derivados de moléculas de mayor tamaiio
1 Agentes Inhibidores que han entrado a ensayos clinicos

i Factores enddgenos



MMP-2,-7. -9 & -
12*
Elastasa pancreatica # MMP-12%

plasmina # Elastasa pancredtica #

1 19-20 plasmina #

NH; 96 - 97 l

IMMP-2*

MMP-7#

Eslrcptoql.Ilasa. tPA_uPA +

580-581

g A [ Hyx, Hx H

K4

|

Ks

Arg

——— 38 kDa Angiostatina _|
7 4(}- 45 kDa Angiostatina —1

58 kDa Angiostatina
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Figura 1. Estructura y sitios de hidrolisis del Plasmindgeno. * Metaloproteasas: MMP-12

(metaloelastasa), Dong y cols.,” 1997; MMP-9 (Gelatinasa B) and MMP-7 (Matrilisina), Patterson y

cols.,50 1997, MMP-2 (Gelatinasa A), O’Reilly, comunicaciéon personal. # Serinas: elastasa

pancreatica, O’Reilly y cols..”

plasminégeno: tPA and uPA.

1994; plasmina, Gately y cols.,5

1997. + activadores del
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Figura 2. Analisis de electrotransferencia en condiciones no reductoras, que muestra la expresion de
plasminogeno y sus productos al incubarlo con células epiteliales de raton silvestre durante 12 horas.
En todos los carriles se aplicé 3.3 ug de tejido epitelial. El anticuerpo primario utilizado fue:
policlonal anti-K1-K3 plasminégeno humano originado en conejo, se utilizé un anticuerpo anti-lgG
de conejo conjugado con fosfatasa alcalina como anticuerpo secundario y se¢ reveld con S-bromo-4-
cloro-3-indoil fosfato/nitroazul cloruro de tetrazolio. Carril 1. Marcador de peso molecular (kDa).
Carril 2: Epitelio corneal con plasmindgeno (3.9 x 107 M). Carril 3: Control del epitelio corneal
(incubado 0 h). Carril 4: Plasminogeno (3.9 x 10° M). Carril 5: Epitelio corneal. Carril 6: Epitelio
corneal con plasmindgeno (1.9 x 107 M). Carril 7: Epitelio corneal con plasminégeno (9.7 x 10™ M).
Carril 8: Epitelio corneal con plasminégeno (4.8 x 10™ M). Carril 9: Epitelio corneal con

plasminogeno (2.4 x 10" M).
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Figura 3. Analisis densitométrico de la electrotransferencia (Fig. 2) de las incubaciones del epitelio
corneal del raton silvestre con diferentes concentraciones de plasminégeno humano durante 12 h. Se
observa un aumento en la densidad optica del plasmindgeno, la plasmina y la angiostatina conforme

aumenta la concentracion de plasminégeno.
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Figura 4. Analisis de electrotransferencia que muestra la expresion de plasmindgeno y
angiostatina al incubarse a 37°C con epitelio corneal de raton silvestre durante 6, 12, 24 y
48 h. En cada carril se aplico 3.3 pug de tejido epitelial con una razon de 1:20
(plasmindgeno:tejido epitelial) v plasminogeno (3.9 x 107 M). El anticuerpo primario
utihizado fue: policlonal anti-K1-K3 plasmindgeno humano originado en conejo, se utilizd
un anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina como anticuerpo
secundario y se reveld con 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato/nitroazul cloruro de tetrazolio.
Carril 1: Marcador de peso molecular (kDa). Carril 2: Plasminégeno no incubado. Carril 3:
Plasminégeno incubado durante 24 h. Carril 4: Epitelio corneal incubado durante 24 h.
Carril 5: Control del epitelio corneal (incubado 0 h). Carril 6: Control del epitelio corneal
con plasminogeno (incubados 0 h). Carril 7: Epitelio corneal con plasminégeno incubados
durante 6 h. Carril 8: Epitelio corneal con plasminégeno incubados durante 12 h, Carril 9:
Epitelio corneal con plasminégeno incubados durante 24 h. Carril 10: Epitelio corneal con

plasminogeno incubados durante 48 h. P = Plasminogeno (116kDa), A = Angiostatina
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Figura 5. Andlisis densttométrico de la digestion de plasminégeno humano y la

produccion de angiostatina y plasmina por células del epitelio corneal de raton

silvestre después de la incubacion a 37°C en el curso del tiempo (Fig. 4). La gréfica

muestra la media y el error estandar de la densidad oOptica obtemida de 3

experimentos.
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Figura 6. Analisis de electrotransferencia de las incubaciones del plasminégeno y
epitelio corneal de raton silvestre a través del tiempo. En todos los carriles se aplicaron
3.3 ng de epitelio corneal o plasmindégeno (3.9 x 10° M). Carril 1: Plasmindgeno
incubado durante 6 h. Carril 2: Plasminogeno incubado durante 12 h. Carril 3:
Plasmindgeno incubado durante 48 h. Carril 4: Epitelio corneal incubado durante 6 h.
Carril 5: Epitelio corneal incubado durante 12 h. Carril 6: Epitelio corneal incubado
durante 48 h. (Ver Fig. 4, carriles 3 y 4 para incubacion de 24 h). P = Plasmindgeno, A

= Angiostatina,
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Figura 7. Andlisis de electrotransferencia del epitelio corneal de ratones transgénicos para MMP-7
y -12 incubados con plasmindégeno humano a diferentes tiempos. En todos los carriles se aplicaron
3.3 pg de tejido epitelial y/o plasmindgeno 3.9 x 107 M. Carril 1: Control de plasminogeno
(incubacion 0 h). Carril 2: Control del epitelio corneal (incubacién 0 h). Carril 3: Epitelio corneal
incubado durante 24 h. Carril 4: Epitelio corneal con plasmindégeno NO incubado. Carril 5: Epitelio
corneal con plasmindgeno incubado durante 6 h. Carril 6: Epitelio corneal con plasmindgeno
incubado durante 12 h. Carril 7: Epitelio corneal con plasminogeno incubado durante 24 h. Carril 8:

Epitelio corneal con plasminégeno incubado durante 48 h.
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Figura 8. Andlisis densitométrico de la digestion de plasmindgeno humano y la
produccion de angiostatina y plasmina por células del epitelio corneal de raton
transgénico para MMP-7, después de la incubacion a 37°C en el curso del tiempo
(Fig. 7). La grafica muestra la media y el error estandar de la densidad oOptica

obtenida de 3 experimentos.
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Figura 9. Analisis densitométrico de la digestion de plasminégeno humano y la
produccion de angiostatina y plasmina por células del epitelio corneal de ratén
transgénico para MMP—1.2, después de la incubacion a 37°C en el curso del tiempo
(Fig. 7). La grafica muestra la media y el error estandar de la densidad optica

obtenida de 3 experimentos.
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Figura 10. Anilisis de electrotransferencia de las incubaciones del epitelio corneal de
ratones transgénicos para MMP-7 (carriles 1 a 3} y MMP-12 (carriles 4 a 6) a diferentes
tiempos de incubacion. No se utilizd plasmindgeno humano. En todos los carriles se
aplicaron 3.3 g de epitelio corneal. Carriles 1 y 4: 6 h. Carrites 2y 5: 12 h. Carriles 3 y
6: 48 h (Ver Fig. 7, carril 3 para incubacién de 24 h). P = Plasminégeno, A =

Angiostatina
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Figura 11. Anidlisis de electrotransferencia en el que se observa la degradacion de
plasmindgeno (P) y los niveles de angiostatina (A) por el epitelio corneal de raton silvestre
en presencia de diferentes concentraciones de inhibidor sintético de MMPs (SIMP). En todos
los carriles se aplicaron 3.3 pg de tejido epitelial y/o plasminégeno humano (3.9 x 107 M).
Todas las incubaciones se realizaron durante 48 h. Carril 1: Plasminégeno. Carril 2: Epitelio
corneal con ptasmindgeno. Carril 3: Epitelio corneal con plasminogeno y 2.5 x 10™ M SIMP.
Carril 4: Epitelio corneal con plasminogeno y 5 x 10” M SIMP. Carril 5: Epitelio corneal
con plasmindgeno y 7.5 x 10™ M SIMP. Carril 6: Epitelio corneal con plasmindgeno y 10 x

10° M SIMP.
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Figura 12. Analisis densitométrico de la electrotransferencia (Fig. 2) de las incubaciones del epitelio
corneal del raton silvestre con diferentes concentraciones del inhibidor sintético de MMP (SIMP)
durante 48 h. Se observa una disminucion en la densidad dptica del plasmindgeno, la plasmina y la

angiostatina conforme aumenta la concentracion de SIMP.
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Figura 13. Andlisis de electrotransferencia en el que se observa la degradacion de
plasminégeno (P) y los niveles de angiostatina (A) por el epitelio corneal de ratén silvestre
en presencia de diferentes concentraciones de écido-g-amino-n-caproico (e-ACA). En
todos los carriles se aplicé 3.3 ug de tejido epitelial y/o plasminégeno humano (3.9 x 10
M) y se incubaron durante 48 h. Carril |: Plasminégeno. Carril 2: Epitelio corneal con
plasminégeno. Carril 3: Epitelio corneal con plasminégeno y 7.5 uM g-ACA. Camil 4:
Epitelio corneal con plasminogeno y 15 M ¢-ACA. Carril 5: Epitelio corneal con
plasmindgeno y 22.5 M g-ACA. Carril 6: Epitelio corneal con plasminégeno y 30 uM g-

ACA. Carril 7: g-ACA en ausencia de epitelio corneal.
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Figura 14. Andlisis densitométrico de la electrotransferencia (Fig. 13) de las incubaciones del
epitelio comeal del ratdn silvestre con diferentes concentraciones de g-ACA durante 48 h. Se observa
un aumento en la densidad optica del plasmindgeno, la plasmina y la angiostatina conforme aumenta

la concentracion de g-ACA.



Abreviaturas

aFGF

bFGF

CD10s

e-ACA

FSD

MMP

PECAM-1

SDS

SIMP

TIMP

tPA

uPA

VEGF
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Factor de crecimiento acido de fibroblasto
Factor de crecimiento basico de fibroblasto
Endoglina

g-dcido-amino-caproico

Donadores de sulfidrilos libres
Metaloproteasas

Molécula de adhesion celular endotelial-plaquetas
Dodecil sulfato de sodio

Inhibidor sintético de metaloproteasa
Inihibidor tisular de metaloproteasa
Activador tisular de plasminogeno
Uroquinasa

Factor de crecimiento vascular endotelial





