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Resumen 

La vasoinhibina comprende una familia de proteínas que van de los 5.6 a los 18 kDa, todas ellas 

inhibidoras de la permeabilidad y el crecimiento (angiogénesis) de los de vasos sanguíneos y 

promotoras de la fibrinólisis. La vasoinhibina se genera por la proteólisis de la hormona prolactina 

(PRL) por acción de diversas proteasas, incluida la trombina. La trombina es una proteasa con 

múltiples acciones. Es conocida por su efecto promotor de la coagulación vía la formación del 

coágulo de fibrina, pero también estimula la vasopermeabilidad, angiogénesis y la proliferación, 

invasión y metástasis de las células cancerosas. El hecho de que la trombina genera a la 

vasoinhibina y que ambas proteínas ejercen acciones antagónicas sobre la coagulación, la 

vasopermeabilidad y la angiogénesis condujo a investigar si dicho antagonismo se extiende a 

acciones sobre las células de cáncer. A este respecto, se sabe que la vasoinhibina es antitumoral 

debido a su efecto inhibitorio sobre la angiogénesis, pero hasta la fecha no se ha reportado una 

acción directa de la vasoinhibina sobre las células de cáncer. En este trabajo se evaluó si la 

vasoinhibina y péptidos análogos de la vasoinhibina pueden antagonizar los efectos estimulatorios 

de la trombina sobre la proliferación, migración e invasión de la línea celular de cáncer de mama 

MDA-MB-231 en cultivo. Se encontró que la vasoinhibina y sus análogos de 3, 4 y 7 aminoácidos 

no modifican la actividad basal de las células MDA-MB-231 pero si bloquean la acción de la 

trombina promotora de la proliferación, migración e invasión de las células cancerosas. Estos 

resultados muestran una acción directa de la vasoinhibina y sus análogos sobre las células de cáncer 

y, por ende, su capacidad de ejercer acciones duales directas e indirectas (inhibición de la 

angiogénesis) para frenar el desarrollo tumoral. Queda por evaluar el mecanismo que subyace al 

antagonismo funcional entre la vasoinhibina (y sus análogos) y la trombina. 
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1. Introducción 

La vasoinhibina es una proteína endógena generada a partir de la proteólisis de la hormona 

prolactina (PRL) que actúa directamente sobre las células endoteliales para inhibir la 

vasopermeabilidad y la proliferación (angiogénesis) de los vasos sanguíneos (Clapp et al., 2015; 

Clapp, C, et. al., 2006). La vasoinhibina ejerce sus efectos a través de unirse al complejo proteico 

formado por el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1), el activador del 

plasminógeno de tipo urocinasa (uPA) y su receptor (uPAR) (Bajou et al., 2014), a la integrina 

α5β1 (Morohoshi et al., 2018) y a otras proteínas aún no identificadas (Clapp y Weiner, 1992) 

presentes en las membranas de las células endoteliales. Adicionalmente, la vasoinhibina es 

profibrinolítica ya que promueve la disolución del coágulo de fibrina que se forma ante una lesión 

vascular (Bajou et al., 2014). 

Inicialmente se describió que la vasoinhibina se genera cuando la catepsina D (Piwnica et al., 

2004), las metaloproteinasas de matriz (Macotela et al., 2006) y la proteína morfogenética de hueso 

1 (Ge et al., 2007) cortan a la PRL a lo largo del asa 3 que conecta las alfa hélices 3 y 4 de la 

molécula, resultando en la pérdida del alfa hélice 4 y en isoformas de vasoinhibina que van desde 

los 14 a los 18 kDa (Figura 1). Mas recientemente se demostró que la trombina genera a la 

vasoinhibina (Zamora et al., 2021) pero que, a diferencia de las otras proteasas, corta a la PRL en 

el asa 1  que conecta las alfa hélices 1 y 2 resultando en una vasoinhibina de 5.6 kDa que es la 

isoforma más pequeña conocida (Zamora et al., 2021). La vasoinhibina de 5.6 kDa conserva las 

mismas propiedades y potencia antiangiogénica y profibrinolítica que las isoformas de 

vasoinhibina más grandes. Esto se explica gracias al descubrimiento del determinante funcional de 

la vasoinhibina en un dominio linear pequeño de sólo tres residuos (Histidina46-Glicina47-

Arginina48) (Robles et al., 2022), presente en todas las isoformas de la vasoinhibina, incluida la 

de 5.6 kDa. También se mostró que la vasoinhibina de 5.6 kDa se genera durante la coagulación 

del plasma (Zamora et al., 2021), lo que sugiere su participación como un mecanismo de 

autorregulación de las acciones coagulantes de la trombina sobre la hemostasia y reparación de 

tejidos ante un daño vascular. De hecho, se sabe que mientras la trombina promueve procesos como 

la coagulación (Davie & Kulman, 2006), la angiogénesis (Tsopanoglou & Maragoudakis, 2009) y 
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la vasopermeabilidad (DeMichele & Minnear, 1992) los cuales son necesarios para la reparación 

de tejidos, la vasoinhibina los puede antagonizar al promover la fibrinólisis (Bajou et al., 2014) e 

inhibir la angiogénesis y la vasopermeabilidad (Clapp et al., 2015; Clapp, C, et. al., 2006). El hecho 

de que la vasoinhibina y la trombina tengan acciones contrarias sobre la coagulación, la 

angiogénesis y la vasopermeabilidad, nos llevó a preguntarnos si esta interacción pudiera 

extenderse a otras acciones de la trombina, específicamente en el cáncer. 

 

Figura 1. Diagrama secuencial de la generación de la vasoinhibina (Vi) a partir de la prolactina 

(PRL). Modificado de (Robles et al., 2018). 

La trombina puede actuar sobre distintos blancos celulares a través de activar a una familia de 

receptores acoplados a proteínas G denominados receptores activados por proteasas (PARs) 

(Coughlin, 2000). En las células de cáncer, la trombina activa a los PARs para promover su 

proliferación, invasión y metástasis (Nierodzik & Karpatkin, 2006), siendo un factor importante 

para la progresión tumoral (Arakaki et al., 2018). A este respecto, se ha descrito que la vasoinhibina 

tiene efectos antitumorales sobre distintos modelos de cáncer que incluyen al cáncer de colon 

(Bentzien et al., 2001), próstata (Kim et al., 2003), mama (Faupel-Badger et al., 2010) y melanoma 

(Kinet et al., 2009; Nguyen et al., 2007). En dichos estudios se atribuyó el efecto antitumoral de la 

vasoinhibina a su efecto antiangiogénico pues no se encontraron efectos directos de la vasoinhibina 

sobre las células tumorales.  

La traslación clínica de la vasoinhibina se ha visto limitada por dificultades en su producción 

recombinante ((Moreno-Carranza et al., 2019)).  Estas dificultades se superaron recientemente 

gracias a la identificación del determinante antiangiogénico de la vasoinhibina (Robles et al., 2022) 

en tan solo 3 aminoácidos (Histidina45-Glicina46-Arginina47) lo que permitió sintetizar péptidos 
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de 3 a 7 aminoácidos que conservan todas las propiedades vasculares y la potencia de la 

vasoinhibina para ser desarrollados como agentes terapéuticos.  

En este proyecto analizamos si la vasoinhibina y tres de sus análogos pueden antagonizar los 

efectos de la trombina sobre la proliferación, migración e invasión de la línea humana de cáncer de 

mama MDA-MB-231 en cultivo.  

2. Antecedentes 

2.1.Vasoinhibina 

La vasoinhibina es una proteína endógena presente en diversos órganos y tejidos (hipotálamo, 

hipófisis, retina, corazón, cartílago, endotelio vascular) y fluídos corporales (sangre, vítreo, líquido 

amniótico) (Clapp et al., 2015; Clapp, C, et. al., 2006). En un principio se describió que la 

generación de vasoinhibina ocurre cuando la PRL pierde su cuarta α-hélice y el extremo C-terminal 

mediante el corte proteolítico con catepsina D, por lo que, debido a su tamaño, recibió el nombre 

de PRL 16K. Años más tarde se describieron isoformas de diversos tamaños lo que aunado a sus 

efectos inhibitorios sobre la angiogénesis, la vasodilatación y la vasopermeabilidad derivó en el 

término “vasoinhibina” el cual describe a esta sustancia vasoactiva con mas precisión  (Clapp, C, 

et. al., 2006).  

2.2.Generación de Vasoinhibina e Isoformas 

La PRL es una hormona de 23 kDa que estructuralmente consta de 199 aminoácidos organizados 

en 4 alfa hélices conectadas por tres asas (Teilum et al., 2005). Se conocen hasta la fecha, cuatro 

proteasas generadoras de vasoinhibina, las cuales procesan a la PRL ya sea en el asa 1 o el asa 3, 

generando fragmentos de PRL que va desde los 5.6 kDa hasta los 18 kDa, los cuales tienen en 

común que conservan la región N-terminal de la PRL en su estructura. Dependiendo la proteasa 

que la genere, la producción de vasoinhibina puede verse afectada bajo diferentes condiciones y 

microambientes tisulares.  

En el 2004, Piwnica y colaboradores demostraron que la catepsina D procesa a la PRL en tres sitios 

a lo largo del asa 3 para generar isoformas de vasoinhibina que comprenden los aminoácidos 1-132 

(15 kDa), 1-147 (16.5 kDa) y 1-150 (17 kDa) (Piwnica et al., 2004). Para que la catepsina D tenga 
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actividad requiere estar en un ambiente con pH ácido, y se ha demostrado que precisamente 

contribuye a generar a la vasoinhibina en los gránulos de secreción de los lactótropos 

adenohipofisiarios donde se almacena la PRL y en donde se reúnen las condiciones ácidas 

necesarias para la actividad de esta enzima (Cruz-Soto et al., 2009).  

La vasoinhibina también puede generarse en microambientes con pH neutro. En el 2006, Macotela 

y colaboradores demostraron que las metaloproteinasas de matriz (MMP) producidas y secretadas 

por los condrocitos, procesan a la PRL en sus tejidos blanco a lo largo del asa 3 para generar 

isoformas de vasoinhibina de 14, 15, 16 y 17 kDa, en dicho trabajo se demostró que el sitio principal 

de corte ocurre entre los aminoácidos 155 y 156 de la PRL (Macotela et al., 2006). 

La proteína morfogenética de hueso 1 (BMP-1), es otra proteasa que produce vasoinhibina a pH 

neutro. En el 2007, Ge y colaboradores demostraron que la BMP-1 corta a la PRL en el asa 3 para 

generar un fragmento N-terminal de PRL de aproximadamente 18 kDa, el cual al ser 

antiangiogénico se definió como vasoinhibina. La BMP-1 corta a la PRL entre los aminoácidos 

159 y 160 (Ge et al., 2007).  

Más recientemente se describió que la trombina, una enzima central en la coagulación, también 

procesa a la PRL para generar vasoinhibina, pero a diferencia de las proteasas anteriores, la 

trombina corta a la PRL en el asa 1, no en el asa 3, específicamente entre los aminoácidos 48 y 49 

para generar una isoforma de vasoinhibina de 5.6 kDa, la cual es la más pequeña descrita hasta 

ahora que conserva las propiedades y potencia antiangiogénicas y profibrinolíticas de la 

vasoinhibina (Zamora et al., 2021).  

2.3 Efectos biológicos y mecanismo de acción de la vasoinhibina 

La vasoinhibina inhibe la angiogénesis bloqueando la proliferación, migración y supervivencia de 

las células endoteliales (Clapp, C, et. al., 2006). La vasoinhibina actúa directamente sobre las 

células endoteliales a través de unirse a un complejo conformado por el inhibidor del activador del 

plasminógeno 1 (PAI-1), el activador del plasminógeno de tipo urocinasa (uPA) y su receptor 

(uPAR) (Bajou et al., 2014) . Adicionalmente se ha reportado que la vasoinhibina se une a la 

integrina α5β1 (Morohoshi et al., 2018) y a otras proteínas de membrana aún no identificadas 
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(Clapp & Weiner, 1992). La vasoinhibina ejerce sus efectos inhibitorios sobre la angiogénesis y la 

vasopermeabilidad a través de antagonizar las vías de señalización Ras-Raf-. 

MAPK; Ras-Tiam1-Rac1-Pak1; PI3K-Akt; y PLCγ-IP3-eNOS activadas por distintos factores 

proangiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (D’Angelo et al., 

1995), el factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) (Ferrara et al., 1991), la interleucina 

1-beta (IL-1β) (Lee et al., 2007) y la bradicinina (BK) (Thebault et al., 2011).  Además de sus 

efectos vasculares, se reportó que la vasoinhibina altera la hemostasia al promover la lisis del 

coágulo de fibrina que se forma ante una lesión vascular, proceso conocido como fibrinólisis. Dicho 

efecto lo ejerce a través de inhibir a PAI-1 (Bajou et al., 2014). 

2.4 Efectos de la vasoinhibina en el cáncer  

Se ha demostrado que la vasoinhibina tiene efectos antitumorales sobre distintos modelos de 

cáncer. En el 2001, Bentzien y colaboradores, demostraron sus efectos en el cáncer de colon, a 

través de transfectar células de carcinoma de colon humano (HCT116) con un vector codificante 

de una vasoinhibina de 16 kDa. De manera interesante, la tasa de proliferación in vitro de las células 

HCT116 que expresaban la vasoinhibina de 16 kDa (HCT11616K), no fue diferente de las células 

no transfectadas sin embargo, el crecimiento tumoral de células HCT11616K implantadas en ratones 

sí fue menor comparado con el crecimiento tumoral de células no transfectadas. En dicho estudio 

correlacionaron la inhibición del crecimiento tumoral con una disminución en la densidad 

microvascular, concluyendo así que el efecto antitumoral de la vasoinhibina reside en su potencial 

antiangiogénico y no en una acción directa sobre las células de cáncer (Bentzien et al., 2001). 

De manera similar, en 2003, Kim y colaboradores estudiaron el potencial antitumoral de la 

vasoinhibina en un modelo de cáncer de próstata. Para ello, utilizaron un vector adenoviral para 

transfectar vasoinhibina en las líneas celulares de cáncer de próstata humano DU145 y PC3. 

Encontraron que la expresión de vasoinhibina en dichas líneas celulares redujo su capacidad para 

formar tumores in vivo, sin embargo, al no encontrar efectos directos de la vasoinhibina sobre la 

proliferación in vitro de las células DU145 o PC3, concluyeron que el efecto de la vasoinhibina es 

debido a su efecto antiangiogénico sobre la vascularización del tumor (Kim et al., 2003). 

Además de efectos de la vasoinhibina sobre el crecimiento tumoral, en el 2007 Nguyen y 

colaboradores demostraron el potencial terapéutico de la vasoinhibina para inhibir el crecimiento 
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de metástasis. También confirmaron a través de una transferencia del gen de la vasoinhibina 

mediada por adenovirus en células de melanoma de ratón (B16F10), que la vasoinhibina previene 

el crecimiento tumoral en un 86% en modelo de melanoma subcutáneo en el ratón. En dicho trabajo 

se adscribió el efecto antitumoral y antimetastásico de la vasoinhibina al hecho de que se obtuvo 

una reducción de la vascularización tumoral de un 57% destacando así el potencial antitumoral de 

la vasoinhibina (Nguyen et al., 2007). 

También en el modelo de melanoma de ratón subcutáneo, en 2009 Kinet y colaboradores replicaron 

los resultados de Nguyen y colaboradores del 2007, teniendo como diferencia el uso de método de 

transferencia de genes basado en liposomas catiónicos para producir a la vasoinhibina en lugar de 

vectores adenovirales (Kinet et al., 2009). 

Consistentemente, en el 2010 Faupel-Badger y colaboradores demostraron el efecto de la 

vasoinhibina sobre el cáncer de mama utilizando las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y 

MDA-MB-231, en las cuales expresaron a la vasoinhibina generando líneas celulares estables. En 

dicho trabajo inyectaron las líneas celulares estables productoras de vasoinhibina MCF-7 o MDA-

MB-231 en la glándula mamaria abdominal de ratones hembra nu/nu para generar tumores. A pesar 

de que no se logró una reducción en el tamaño del tumor, se destacó la inhibición de la angiogénesis 

in vivo, concluyendo nuevamente el potencial antitumoral de la vasoinhibina como resultado de 

sus efectos sobre la angiogénesis (Faupel-Badger et al., 2010) 

2.5  Oligopéptidos análogos de la vasoinhibina y su potencial terapéutico  

Debido a los efectos vasculares de la vasoinhibina y su uso potencial en el tratamiento de 

enfermedades angiogénico-dependientes, como el cáncer, la retinopatía diabética y la artritis 

reumatoide, desde hace ya varios años se ha buscado la traslación a la clínica de esta molécula, 

aunque sin éxito, pues su uso terapéutico no ha sido posible por una disponibilidad limitada de 

cantidad suficiente de proteína para las pruebas clínicas (Moreno-Carranza et al., 2019).  

Uno de los métodos en los que se producen grandes cantidades de vasoinhibina es la síntesis 

recombinante, sin embargo, éste llega a tener problemas al incorporar modificaciones 

postraduccionales inadecuadas, como la formación incorrecta de enlaces disulfuro en la estructura 

de la vasoinhibina (Moreno-Carranza et al., 2019), por tal motivo, se ha buscado superar este tipo 
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de problemas generando a la vasoinhibina en sistemas bacterianos como Escherichia coli para 

introducir mutaciones que eviten la formación incorrecta de los enlaces disulfuro, sin embargo, la 

producción en bacteria de la vasoinhibina introduce nuevos retos tales como la contaminación por 

endotoxinas, plegamientos incorrectos y falta de modificaciones postraduccionales. A su vez, los 

retos de la producción recombinante en bacteria han tratado de superarse utilizando baculovirus y 

células de insecto (Galfione et al., 2003), así como células de mamífero (Moreno-Carranza et al., 

2019), pero en todos los casos el bajo rendimiento en la producción de vasoinhibina sigue siendo 

uno de los principales obstáculos para la traslación clínica de esta molécula. 

Recientemente en nuestro laboratorio, se identificó el determinante funcional de la vasoinhibina, 

el cual reside en un dominio linear pequeño de sólo tres residuos (Histidina46-Glicina47-

Arginina48) que conserva la misma potencia para inhibir la angiogénesis y la vasopermeabilidad 

que la vasoinhibina completa (Robles et al., 2022).  Dicho motivo lineal se encontró principalmente 

en dos etapas. En 2018, Robles y colaboradores encontraron mediante simulación por dinámica 

molecular, que cuando la vasoinhibina se genera a partir de PRL, se induce una nueva 

conformación en la primera mitad del asa 1 que conecta las alfa hélices 1 y 2, la cual está ausente 

en la PRL, exponiendo así una región con propiedades de superficie, electrostáticas e hidrofóbicas 

distintas a las de la molécula de PRL (Robles et al., 2018). La identificación de esta región 

diferencial entre la vasoinhibina y la PRL, dio el indicio para que el escaneo en búsqueda del 

dominio activo de la vasoinhibina se centrara en la región que corresponde a la primera mitad del 

asa 1. Por lo que en una segunda etapa, y mediante el escaneo de dicha región con péptidos 

sintéticos de 3 a  7 aminoácidos que se traslapan en sus secuencias, se identificó que el determinante 

funcional de la vasoinhibina reside en el péptido HGR, el cual tanto en ensayos in vitro como in 

vivo demostró la misma actividad que la molécula de vasoinhibina completa para inhibir la 

angiogénesis, la vasopermeabilidad y el crecimiento tumoral en un modelo murino de melanoma 

subcutáneo (Robles et al., 2022). 

Los oligopéptidos análogos de la vasoinhibina son producidos por síntesis química y, además, el 

hecho de que sean tan pequeños (3 a 7 aminoácidos) ofrece ventajas para producirlos con el 

rendimiento requerido para las pruebas preclínicas, por lo que por primera vez la traslación a la 

clínica del potencial terapéutico de la vasoinhibina, o en este caso, de sus análogos, es una 

posibilidad tangible.  
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2.6 Trombina: efectos y receptor 

La trombina es una enzima multifuncional y central en la coagulación. La trombina participa en el 

proceso final de la coagulación y tiene como objetivo generar el coágulo de fibrina que protege 

ante una lesión vascular. La trombina actúa a través de cortar al fibrinógeno que se encuentra 

soluble en la circulación en fibrina insoluble que sellará la herida, asimismo mediante un asa de 

retroalimentación positiva, induce la formación de más trombina mediante la activación de los 

factores de coagulación V, VIII, XI y XIII (Le Bonniec, 2013; Roshal, 2013).   

Además de sus efectos sobre la hemostasia, la trombina tiene efectos directos sobre distintos 

blancos celulares a través de activar a una familia de cuatro receptores acoplados a proteínas G 

denominados receptores activados por proteasas (PARs) (Coughlin, 2000). El ligando de los PARs 

se encuentra encriptado en el extremo extracelular del mismo receptor y es inactivo hasta que la 

trombina corta en un sitio específico del exodominio de los PARs, exponiendo al ligando. El 

ligando ya funcional, si bien permanece ligado al receptor, se une intramolecularmente al cuerpo 

del PAR, activando su transducción (Vu et al., 1991).  

Entre los blancos celulares de la trombina destacan las plaquetas, cuya agregación es inducida por 

la trombina cuando activa a su receptor. Asimismo, la trombina estimula la quimiotaxis de células 

del sistema inmune tales como monocitos, macrófagos y neutrófilos. Quizás la acción más 

conocida de la trombina es la reparación tisular, en la cual la trombina además de su efecto 

procoagulante estimula la expresión de moléculas de adhesión en la superficie de células 

endoteliales y aumenta la vasopermeabilidad para permitir la extravasación de leucocitos. Otros 

efectos celulares fisiológicos de la trombina incluyen la estimulación de la proliferación de 

fibroblastos, células de músculo liso y células epiteliales (Goldsack et al., 1998). 

Además de sus efectos sobre la inflamación y la fisiología vascular, la trombina también influencia 

procesos patológicos tales como el cáncer, pues se ha descrito que la trombina es generada dentro 

del microambiente tumoral activando a sus receptores en las células de cáncer (Arakaki et al., 2018) 

para promover su proliferación, invasión, migración, supervivencia y metástasis (Nierodzik & 

Karpatkin, 2006) y, por tanto, que es un factor importante para la progresión tumoral.  

Adicionalmente a sus efectos directos sobre las células tumorales, en 2006, Nierodzki y 

colaboradores demostraron que la trombina también favorece la progresión tumoral y el fenotipo 
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invasivo del cáncer al estimular la angiogénesis, proceso necesario para el crecimiento y 

diseminación del tumor (Nierodzik & Karpatkin, 2006).  

 

3. Pregunta de investigación 

¿La vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la proliferación, migración e 

invasión de células de cáncer de mama MDA-MB-231 estimuladas con trombina? 

 

4. Hipótesis 

La vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la proliferación, migración e 

invasión de células de cáncer de mama MDA-MB-231 a través de inhibir los efectos estimulantes 

de la trombina. 

 

5. Objetivos 

5.1. General 

Analizar si la vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la proliferación, 

migración e invasión de células de cáncer de mama MDA-MB-231 estimuladas con trombina. 

5.2.Específicos 

5.1.2.1 Determinar si la vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la 

proliferación de células de cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina. 

5.1.2.2. Determinar si la vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la 

migración de células de cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina  

5.1.2.3. Evaluar si la vasoinhibina y sus análogos (de 3, 4 y 7 aminoácidos) inhiben la invasión 

de células de cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina 
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6. Metodología 

6.1. Reactivos.  

La trombina humana se obtuvo comercialmente (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), la vasoinhibina 

humana se produjo a través de DNA recombinante de acuerdo con el método descrito (Galfione, 

et.al, 2003), y los análogos de la vasoinhibina de 3, 4 y 7 aminoácidos (3 aa, 4 aa y 7 aa) fueron 

sintetizados comercialmente (> 95% de pureza) acetilados y amidados en los extremos N- y C-

terminales, respectivamente (GenScript, Piscataway, NJ) (ver tabla 1). Los análogos de la 

vasoinhibina se encuentran protegidos con solicitudes de patente tanto en México 

(MX/E/2019/079075) como de carácter internacional (PCT/EP2020/069154) (Clapp Jimenez L. 

et al., 2021).  

Tabla 1. Análogos peptídicos de la vasoinhibina. 

Análogo de la vasoinhibina Secuencia de aminoácidos Masa molecular (Da) 

3 aa HGR 409.45 

4 aa  THGR 510.55 

7 aa  THGRGFI 827.93 

aa, aminoácidos; T, Treonina; H, Histidina; G, Glicina; R, Arginina; F, Fenilalanina; I, Isoleucina 

6.2. Cultivo celular.  

La línea celular de cáncer de mama (MDA-MB-231, ATCC HTB-26) se cultivó en medio DMEM 

con 10% de suero fetal bovino (SFB) y antibióticos. Las células se mantuvieron a una temperatura 

de 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2, en donde se llega a una confluencia del 100% 

al 4° día aproximadamente, posteriormente se hace resiembra. 

6.3. Proliferación celular 

La proliferación celular se determinó a través de cuantificar la incorporación del análogo de la 

timidina 5-Etinil-2’-desoxiuridina (EdU) al DNA agregado a una concentración de 10 μM junto 

con 100 nM de vasoinhibina (Vi) o sus análogos (3aa, 4aa y 7 aa) y 20 nM de trombina (Th) como 

tratamientos. Brevemente, se sembraron 18,000 células cm-2 en placas de 96 pozos, y 24 h después 

se estacionaron con 0.5% SFB-DMEM por un plazo de 24 h, siendo este el tiempo de estación. 
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Terminado el tiempo de estación se agregaron los tratamientos ya descritos. Después de 24 horas, 

se detectó la incorporación del EdU a través de una reacción tipo click catalizado por cobre que le 

adicionó una azida fluorescente 545 (Salic & Mitchison, 2008). Las células se cotiñeron con 5μg 

ml-1 de Hoechst 33342 (Chazotte, 2011) y se determinó el porcentaje de células positivas a EdU 

respecto al número total de células. Todas las imágenes se cuantificaron a través del software 

CellProfiler mediante un análisis de imagen de identificación y cuantificación (Carpenter et al., 

2006).  

6.4. Migración celular 

La migración celular se determinó por un ensayo de cierre de “herida” (Liang et al., 2007). Las 

células tumorales se sembraron en placas de cultivo de 6 pozos. Una vez que la confluencia se 

alcanzó, se realizó la herida en la monocapa celular y se añadieron los tratamientos de 100 nM de 

vasoinhibina (Vi) o sus análogos (3aa, 4aa y 7 aa) y 20 nM de trombina (Th). A las 0 y 24 h de 

agregados los tratamientos se tomaron las micrografías para cuantificar el área de cierre de la herida 

a través del software CellProfiler mediante un análisis de imagen de identificación y cuantificación 

(Carpenter et al., 2006). 

6.5.Invasión celular en soporte permeable tipo transwell 

La invasión celular se evaluó a través de un ensayo de invasión de matriz (Justus et al., 2014). Las 

células se sembraron a una confluencia del 70% (100, 000 células cm-2) en el lado luminal o cámara 

superior de un inserto de categoría transwell con los siguientes detalles: 6.6 mm de diámetro con 

un poro de 8 μm, sobre una capa de matrigel a una concentración de 0.38 mg ml-1. Los tratamientos 

consistieron en 100 nM de vasoinhibina (Vi) o sus análogos (3aa, 4aa y 7 aa) y 20 nM de trombina 

(Th), los cuales se agregaron en el compartimento luminal del inserto en medio de estación (0.5% 

SFB) y se incubaron las células por 20 h. El medio condicionado de células 3T3-L1 (fibroblastos 

aislados de células de ratón) se empleó como quimioatrayente en el compartimiento inferior del 

pozo. Finalmente, las células que invadieron la cara abluminal del inserto se tiñeron con 5μg ml-1 

de Hoechst 33342 (Chazotte, 2011), y se micrografiaron bajo un microscopio Olympus IX51. 

Todas las imágenes se cuantificaron a través del software CellProfiler mediante un análisis de 

imagen de identificación y cuantificación (Carpenter et al., 2006). 
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7. Resultados 

7.1. La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la proliferación de células 

de cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina 

La tasa de proliferación es un proceso celular que resulta de la velocidad a la que una célula replica 

su DNA, obteniendo la duplicación celular. La proliferación celular descontrolada es uno de los 

procesos que caracteriza al cáncer, se ha reportado que entre más rápida es la proliferación  celular, 

el fenotipo del cáncer es más agresivo (López-Sáez et al., 1998). La trombina es uno de los factores 

que puede promover la proliferación celular de células cancerosas vía la activación de los PARs  

(Wojtukiewicz et al., 2015). Trabajos previos describieron que las células de cáncer no son un 

blanco de la vasoinhibina (Bentzien et al., 2001; Kim et al., 2003; Kinet et al., 2009; Nguyen et al., 

2007; Faupel-Badger et al., 2010), sin embargo en dichos trabajos únicamente evaluaron el efecto 

de la vasoinhibina en condiciones basales y no frente a un estímulo como la trombina.  

En este trabajo, evaluamos la proliferación celular a través de cuantificar la incorporación al DNA 

de un análogo de la timidina a las células MDA-MB-231 tratadas con trombina en presencia de la 

vasoinhibina o sus análogos (3aa, 4aa y 7aa). De manera consistente a observaciones previas, la 

trombina estimuló casi al doble la proliferación de células MDA-MB-231 (Figura 1). Este efecto 

estimulante de la trombina se previno con el cotratamiento tanto con la vasoinhibina como con los 

análogos 3aaa, 4aa y 7aa (Figura 1), lo cual indica un efecto inhibitorio directo de la vasoinhibina 

y sus análogos sobre la proliferación de células de cáncer.  

 

7.2.La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la migración de células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina 

La migración es un proceso determinante de la metástasis del cáncer (Justus et al., 2014), de hecho, 

existe evidencia de que la trombina influye en la diseminación del cáncer al promover la invasión, 

migración y desprendimiento del tumor de las células de cáncer (Wojtukiewicz et al., 2016). 
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Figura 2. La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la proliferación de células 

de cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina. A. Micrografías representativas de 

células MDA-MB-231 proliferantes (rojo) respecto a células totales (azul). Las células fueron 

tratadas con 20 nM de trombina (Th) en presencia y ausencia de 100 nM de vasoinhibina (Vi) o de 

los análogos de vasoinhibina de 3, 4 y 7 aminoácidos (3aa, 4aa y 7aa). Escala de la barra, 100 μm. 

B. Porcentaje de células MDA-MB-231 proliferantes respecto a células totales. Los valores son las 

medias ± error estándar, n=9 de 3 de experimentos independientes, ****p<0.0001 (ANOVA a una 

vía, prueba de Tukey).  

 

La migración celular la evaluamos a través del ensayo de cierre de herida (Liang et al., 2007), que 

consiste en realizar una herida en la monocapa celular y al cabo de 24 horas evaluar el porcentaje 

de cerrado de la herida por las células que migran hacia ella. Como se esperaba, la trombina 

estimuló al doble la migración de células MDA-MB-231 con respecto al control no tratado (Figura 

2), en tanto que el cotratamiento de trombina con la vasoinhibina o sus análogos 3aa, 4aa y 7aa, 
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inhibió el efecto de la trombina, lo que muestra que la vasoinhibina también actúa directamente 

sobre las células de cáncer para inhibir su migración (Figura 2).  

 

Figura 3. La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la migración de células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina. Porcentaje de migración en las células 

MDA-MB-231 indicado por el porcentaje de cierre de la herida realizada en la monocapa celular. 

Las células fueron tratadas con 20 nM de trombina (Th) en combinación de 100 nM de la 

vasoinhibina (Vi) o de los análogos de vasoinhibina de 3, 4 o 7 aminoácidos (7aa, 4aa y 3aa). Los 

valores son las medias ± error estándar, n=9 de 3 de experimentos independientes, ****p<0.0001 

(ANOVA a una vía, prueba de Tukey).  

 

7.3. La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la invasión de células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina 

La invasión primaria es la etapa inicial del proceso metastásico, consiste en la migración activa de 

las células tumorales desde su origen a través de la degradación de matriz extracelular hasta 

alcanzar los vasos (Román Curto, 1999). En este ensayo evaluamos la invasión celular mediante 

un ensayo en un soporte permeable tipo transwell, donde se mide la capacidad de motilidad celular 
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e invasividad hacia un gradiente quimioatrayente (Justus et al., 2014). Consistentemente con 

nuestros resultados anteriores, la trombina tuvo un efecto estimulante sobre la invasión de células 

MDA-MB-231 a través de una matriz de matrigel (Figura 3), pues dicho tratamiento triplicó el 

número de células que invadieron la cara inferior del transwell. El cotratamiento con la 

vasoinhibina y con los análogos 3 aa, 4 aa y 7 aa, previno el efecto estimulante de la trombina, 

confirmando así un efecto directo de la vasoinhibina y sus análogos sobre las células de cáncer 

MDA-MB-231 para inhibir la invasión inducida por trombina. 

 

Figura 4. La vasoinhibina y sus análogos (3 aa, 4 aa y 7 aa) inhiben la invasión de células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 inducida por trombina. A. Micrografías representativas de 

células MDA-MB-231 que invadieron la cara abluminal del soporte permeable tipo transwell cuyo 

núcleo fue teñido con Hoechst 33342. Las células fueron tratadas con 20 nM de trombina (Th) con 

y sin 100 nM de vasoinhibina (Vi) o de los análogos de vasoinhibina de 3, 4 y 7 aminoácidos (3 

aa, 4 aa y 7 aa). Escala de la barra, 100 μm. B. Número de células MDA-MB-231 que invadieron 

la cara abluminal del transwell indicado por el número de células por campo. Los valores son las 

medias ± error estándar, n=9 de 3 de experimentos independientes, *p<0.01, **p<0.05 (ANOVA 

a una vía, prueba de Tukey).  
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8. Discusión  

La vasoinhibina es un inhibidor endógeno del crecimiento de nuevos vasos sanguíneos o 

angiogénesis (Clapp et al., 2015; Clapp, C, et. al., 2006). Debido a sus acciones inhibitorias sobre 

la vasculatura, su potencial como posible agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades 

angiogénico-dependientes como el cáncer ha sido evaluado extensivamente. De hecho, la 

vasoinhibina ha demostrado ser antitumoral en distintos modelos que incluyen al cáncer de colon 

(Bentzien et al., 2001), próstata (Kim et al., 2003), mama (Faupel-Badger et al., 2010) y melanoma 

(Kinet et al., 2009; Nguyen et al., 2007). En dichos trabajos se administró la vasoinhibina 

utilizando vectores adenovirales o liposomas catiónicos para transfectar a las células tumorales 

(HCT116, DU145, PC3, B16F10, MCF-7 y MDA-MB-231) con vectores codificantes de la 

vasoinhibina.  En todos los casos, el crecimiento tumoral in vivo de los animales inyectados con 

las células que expresaban vasoinhibina fue menor, sin embargo, in vitro no se observó ningún 

efecto sobre la proliferación de las células de cáncer, por lo que en todos ellos concluyeron que las 

acciones antitumorales de la vasoinhibina residen exclusivamente en su efecto inhibitorio sobre la 

vascularización y angiogénesis tumoral, más que en una acción directa de la vasoinhibina sobre las 

células de cáncer. 

A pesar de que trabajos anteriores habían descartado una acción directa de la vasoinhibina sobre 

las células de cáncer, se decidió reevaluar esto ya que, recientemente en él laboratorio se describió 

que la trombina, enzima central de la coagulación, es una proteasa generadora de vasoinhibina y 

que la generación de vasoinhibina por trombina forma parte de un antagonismo funcional entre 

ambas moléculas sobre procesos de angiogénesis y coagulación (Zamora et al., 2021).  

Cabe recalcar, que en los trabajos en los que se descartó un efecto directo de la vasoinhibina sobre 

las células de cáncer en cultivo (Bentzien et al., 2001; Faupel-Badger et al., 2010; Kim et al., 2003; 

Kinet et al., 2009; Nguyen et al., 2007), los efectos de la vasoinhibina se evaluaron únicamente en 

condiciones basales es decir, sin que las células recibieran ningún estímulo. A este respecto, este 

trabajo corroboró estos hallazgos dado que ni la vasoinhibina ni sus análogos modificaron la 

proliferación basal de la línea celular MDA-MB-231. Sin embargo, evaluar los efectos de la 

vasoinhibina en células de cáncer estimuladas con algún promotor (trombina) tiene sentido ya que 

la vasoinhibina tampoco tiene efectos sobre su blanco principal que es la célula endotelial bajo 
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condiciones basales donde para que los efectos de la vasoinhibina sean evidentes se requiere que 

las células endoteliales sean estimuladas con diversos factores proangiogénicos tales como VEGF 

(D’Angelo et al., 1995), bFGF (Ferrara et al., 1991), IL-1β (Lee et al., 2007) y la bradicinina (BK) 

(Thebault et al., 2011). 

Adicionalmente al evaluar el efecto inhibitorio de la vasoinhibina sobre los efectos estimulantes de 

la trombina en las células de cáncer, se decidió también evaluar si esta propiedad la mantenían los 

análogos de la vasoinhibina que desarrollamos recientemente (Robles et al., 2022), pues a pesar 

del potencial terapéutico que ha demostrado la vasoinhibina para reducir el crecimiento tumoral, 

su uso en la clínica se ha visto limitado por dificultades asociadas a su producción recombinante 

(Moreno-Carranza et al., 2019). Afortunadamente esta limitación ha sido superada con la 

identificación del determinante funcional de la vasoinhibina en un dominio linear pequeño de sólo 

tres aminoácidos (HGR) que conserva la misma potencia y acciones vasculares que la vasoinhibina 

completa (Robles et al., 2022). La identificación del determinante funcional de la vasoinhibina 

llevó a la producción de análogos peptídicos de la vasoinhibina de 3, 4 y 7 aminoácidos que 

corresponden o incluyen dicho determinante funcional (HGR, THGR y THGRGFI, 

respectivamente). De hecho, se reportó que el tratamiento con el análogo de 7 aminoácidos redujo 

el crecimiento tumoral en un modelo murino de melanoma subcutáneo (Robles et al., 2022), 

demostrando que los análogos de la vasoinhibina también conservan las propiedades antitumorales 

de la vasoinhibina. Por tal motivo, también decidimos evaluar si estos análogos tienen acciones 

directas sobre las células de cáncer en cultivo estimuladas con trombina.  

Al evaluar la proliferación, migración e invasión de las células de cáncer MDA-MB-231 tratadas 

con trombina encontramos que consistentemente a reportes previos, la trombina es un factor 

estimulante de dichos procesos celulares. Pero, contrario a lo previamente reportado, el tratamiento 

con la vasoinhibina y sus análogos sí tuvo un efecto directo sobre las células de cáncer al inhibir 

su proliferación, migración e invasión inducidas por trombina, comprobando que para que los 

efectos de la vasoinhibina y sus análogos sean evidentes sobre las células de cáncer, se requiere 

que dichas células se encuentren estimuladas, en este caso, por la trombina. Éste es el primer reporte 

de un efecto directo de la vasoinhibina sobre las células de cáncer. El hecho de que en reportes 

anteriores (Bentzien et al., 2001; Faupel-Badger et al., 2010; Kim et al., 2003; Kinet et al., 2009; 
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Nguyen et al., 2007) no se hayan estimulado a las células de cáncer con trombina, explicaría por 

qué los efectos de la vasoinhibina sobre dicho blanco celular no fueron evidentes. 

Está reportado que la trombina promueve la proliferación, migración e invasión de las células de 

cáncer, y que dicho efecto lo ejerce a través de activar a sus receptores que son los receptores 

activados por proteasas (PARs, por sus siglas en inglés) (Arakaki et al., 2018). Como se mencionó 

anteriormente, nuestros resultados indican que el cotratamiento con la vasoinhibina o sus análogos 

inhibe el efecto estimulante de la trombina sobre los tres procesos celulares de proliferación, 

migración e invasión, sin embargo desconocemos el mecanismo de acción a través del cual la 

vasoinhibina y sus análogos antagonizan las acciones de la trombina en el cáncer. Una posibilidad 

es que tanto la vasoinhibina como sus análogos inhiban la señalización de los receptores de la 

trombina (PARs). Los PARs son receptores acoplados a proteínas G, y de hecho se sabe que la 

bradicinina, que es uno de los factores proangiogénicos que la vasoinhibina antagoniza (Thebault 

et al., 2011), actúa precisamente a través de un receptor acoplado a proteínas G, por lo que no 

resulta descabellado pensar que la vasoinhibina puede inhibir la señalización de dicho receptor, 

aunque también queda la posibilidad de una interacción directa tanto de la vasoinhibina como de 

sus análogos con la trombina, que pudiera impedir que la trombina active a su receptor. 

Queda por determinar también si la interacción funcional entre la vasoinhibina y la trombina 

observada en las células de cáncer de mama MDA-MB-231 se mantiene en otras líneas celulares 

de cáncer, lo cual nos indicaría que el efecto es robusto y nos daría indicios del mecanismo de 

acción que subyace esta interacción.  

Los análogos de la vasoinhibina utilizados en este trabajo están protegidos por una patente nacional 

(MX/E/2019/079075) e internacional (PCT/EP2020/069154) (Clapp Jimenez L. et al., 2021), y se 

está buscando su traslación a la clínica. El hecho de que dichos análogos ejerzan acciones duales 

en el tratamiento del cáncer a través de acciones indirectas (inhibir la vascularización del tumor) 

como de acciones directas (inhibitorias de la proliferación, migración e invasión de las células de 

cáncer) realza su potencialidad clínica en oncología.  
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9. Conclusiones 

 

La vasoinhibina y sus análogos de 3, 4 y 7 aminoácidos actúan directamente sobre las células de 

cáncer de mama MDA-MB-231 inhibiendo su proliferación, migración e invasión en respuesta a 

la trombina. Éste es el primer reporte de una acción directa de la vasoinhibina y sus análogos sobre 

células de cáncer. El hecho de que la vasoinhibina y sus análogos tengan acciones inhibitorias 

duales en el cáncer, tanto a través de inhibir la vascularización tumoral, como de inhibir 

directamente a las células de cáncer, apoya la traslación a la clínica de dichos análogos.  
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