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Resumen

Expresion de una proteina de fusién vasostatina 30 y vasoinhibina 14.1
(Osiris) en Pichia pastoris y evaluacion de la actividad biolégica de la
Vasostatina 30 en pez cebra

El proceso angiogénico consiste en la formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de los preexistentes y son clave en el crecimiento y metastasis del cancer;
estos proveen oxigeno y nutrientes que permiten el crecimiento del tumor y le
proporciona una ruta de escape y diseminacion. Los péptidos anti-angiogénicos
vasostatina 30 (Vs30) y vasoinhibina 14.1 kDa (Vi-1I-14.1) han demostrado una
potente actividad anti-proliferativa en células endoteliales, de forma independiente.
Por lo que el disefio y desarrollo de una proteina de fusiébn que incremente la
actividad bioldgica de dichos péptidos es de interés terapéutico. En este trabajo,
se llevé a cabo la expresion constitutiva e inducida de una proteina de fusion
conformada por los péptidos Vs30 y Vi-ll-14.1 en Pichia pastoris, para ello se
realizaron ensayos de expresion constitutiva e inducible a nivel matraz. La
actividad biologica de la vasostatina 30 sintética (sVS30) y Vs30 producida en P.
pastoris se evalud in vivo en pez cebra e in vitro en cultivos de lineas celulares de
cancer de mama T47D, MDA-MB-468 y MDA-MB-231. La actividad anti-
metastasica fue evaluada en embriones de pez cebra transgénicos de la cepa Tg
(flil: EGFP) Y1 utilizando dichas lineas celulares de cancer de mama previamente
marcadas con DiL (CsgHsoCIN204). La diseminacion de las células cancerosas fue
evaluada mediante microscopia de fluorescencia y la actividad anti-angiogénica
mediante microscopia confocal. Los resultados obtenidos mostraron la expresion
constitutiva e inducida de la proteina de fusion a las 24 y 48 horas de cultivo y su
posterior confirmacidén mediante Western blot. Los ensayos in vivo e in vitro
mostraron que la sVs30 no afectd la proliferacion de las lineas celulares, pero
disminuy6 significativamente la diseminacion de las células T47D y MDA-MB-468
a una concentracion de 1y 10 pg/mL, asi como la formacion de vasos sanguineos
intratumorales in vivo a 10 pg/mL. Mientras tanto la Vs30 no mostré un efecto
significativo en la diseminacién de ninguna de las lineas celulares, sin embargo,
mostré un efecto inhibitorio en la formacion de vasos sanguineos intratumorales a
una concentracién de 1 pg/mL in vivo. Mientras las células MDA-MB-231 no fueron
afectadas en su diseminacion por Vs30 y sVs30. En comparacion, la angiostatina
y la angiogenina disminuyeron significativamente la diseminacion de las células
T47D y MDA-MB-468 y no mostraron un efecto inhibitorio en la formacién de
vasos sanguineos intratumorales a una concentracion de 1 pg/mL in vivo.

Palabras clave: angiogénesis, proteina de fusion, Pichia pastoris,
antiangiogénicos, pez cebra, proliferacion.
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Abstract

Expression of a fusion protein vasostatin 30 and vasoinhibin 14.1 (Osiris) in
Pichia pastoris and evaluation of the biological activity of vasostatin 30 in
zebrafish

The angiogenic process consists in the formation of new blood vessels from the
preexisting ones and has a key role in cancer growth and metastasis. The new
blood vessels provide oxygen and nutrients that allow tumor growth and a
dissemination route for cancer cells. The anti-angiogenic peptides vasostatin 30
(Vs30) and vasoinhibin 14.1 kDa (Vi-lI-14.1) have shown a potent anti-proliferative
activity in endothelial cells and the design and development of a fusion protein with
increased biological activity is therapeutically interesting. In this work, the
expression of a fusion protein made by the peptides Vs30 and Vi-llI-14.1 was
performed in Pichia pastoris. To achieve this, constitutive and inducible expression
assays were performed in flask. On the other hand, the biological activity of
synthetic vasostatin (sVs30) and Vs30 produced in Pichia pastoris was evaluated
in vivo in zebrafish and in vitro in cultures of breast cancer cell lines. The anti-
metastatic activity was analyzed in transgenic zebrafish embryos Tg (flil: EGFP) Y1
using breast cancer cell lines (T47D, MDA-MB-468, and MDA-MB-231) previously
labeled with DiL (Cs9HseCIN204). Breast cancer cell dissemination was evaluated
by fluorescence microscopy and the anti-angiogenic activity by confocal
microscopy. The obtained results showed a constitutive and inducible production of
the fusion protein at 24 and 48 hours of culture and its subsequent confirmation by
Western blot. The in vivo and in vitro assays showed that the sVs30 did not affect
proliferation of breast cancer cells, however, it decreased significantly T47D and
MDA-MB-468 cell dissemination at 1 and 10 pg/mL and inhibited the formation of
intratumoral blood vessels in vivo at 10 pg/mL. Meanwhile, Vs30 did not show a
significant effect on the dissemination of any of the cell lines, however, it showed
an inhibitory effect on the formation of intratumoral blood vessels at 1 pg/mL in
vivo. MDA-MB-231 cell dissemination was not affected by Vs30 or sVs30. In
comparison, angiostatin and angiogenin decreased the spread of T47D and MDA-
MB-468 cells and did not show an inhibitory effect on the formation of intratumoral
blood vessels at 1 pg/mL in vivo.

Key words: Angiogenesis, fusion protein, Pichia pastoris, antiangiogenic,
zebrafish, proliferation.
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Introduccion

La angiogénesis es el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir
de los preexistentes y es crucial para el crecimiento y desarrollo normal de los
organismos (Raica, Cimpean and Ribatti, 2009). Ademas, el proceso angiogénico
juega un papel clave en el crecimiento de los tumores sélidos que dependen de la
formacién de nuevos vasos sanguineos para la obtencion de nutrientes y una ruta
de escape hacia otros tejidos (Hawighorst et al., 1997).

El descubrimiento de inhibidores enddégenos de la angiogénesis como endostatina,
angiostatina, tumstatina, vasostatina (Vs), vasoinhibinas (Vi) y otros (Ribatti,
2009a), lleva a la hipoétesis de que el crecimiento tumoral puede ser inhibido al
bloquear el efecto angiogénico que sustancias mitdbgenas ejercen sobre las células
endoteliales y de esta forma mantener un estado quiescente o incluso revertirlo
(Vazquez et al., 2013).

1. El proceso angiogénico

Las células tumorales producen y liberan factores pro-angiogénicos que difunden
hacia tejidos adyacentes y se unen a receptores especificos ubicados en células
endoteliales (EC) de vasos sanguineos preexistentes cercanos. Una vez que los
factores de crecimiento se unen las EC se activan y en consecuencia se envian
sefales desde de la superficie celular hacia nucleo (Figura 1). Posteriormente se
da la remocion de los pericitos del vaso sanguineo que va a dividirse, las células
comienzan a proliferar y migran a través del torrente sanguineo hacia el tejido
tumoral. Las integrinas sirven como soporte para tirar del nuevo brote de los vasos
sanguineos hacia adelante. También se producen metaloproteasas (MMP) que
degradan la matriz extracelular vecina a la punta del vaso en formacion. A medida
que el vaso se extiende, el tejido se remodela a su alrededor. Las células
endoteliales germinadas se enrollan para formar los tubos sanguineos, mientras
qgue los tubos individuales se conectan para formar bucles. Finalmente, los tubos
sanguineos recién formados se estabilizan mediante células musculares
especializadas que proporcionan soporte estructural y se inicia el flujo sanguineo
(Pandya, Dhalla and Santani, 2006).
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Figura 1. Desarrollo del proceso angiogénico

La formacion de nuevos vasos sanguineos sigue un estricto orden de eventos que involucra la
activacion, proliferacion y migracion de las células endoteliales (EC, por sus siglas en inglés) en
respuesta a factores pro-angiogénicos liberados por las células tumorales. La imagen resume las
diferentes etapas que se llevan a cabo durante el proceso angiogénico. (Pandya, Dhalla and
Santani, 2006).

1.1 Angiogénesis fisiologica

La angiogénesis no patolégica se presenta en procesos biolégicos como el ciclo
endometrial, la cicatrizacion y la adaptacion a largo plazo del flujo sanguineo por
los érganos (Chung, 2011). El proceso angiogénico también ocurre de manera
normal en diferentes procesos fisiolégicos como la vasculogénesis, que es la
proliferacion y formacién del plexo capilar primario, proceso de novo, y la
angiogénesis fetal que es la remodelacion del plexo capilar primario para la
formacién de nuevos vasos a partir de los existentes (Otrock et al., 2007).



1.2 Angiogénesis patologica

La angiogénesis patoldgica generalmente ocurre por un desbalance de factores
pro- y anti-angiogénicos lo que da lugar a una vascularizacidn excesiva 0
deficiente en numerosas enfermedades como el crecimiento tumoral, artritis
reumatoide, enfermedad isquémica del corazdn, cicatrizacion de heridas y
retinopatia diabética (Pandya, Dhalla and Santani, 2006). En enfermedades
isquémicas la angiogénesis es deficiente debido a la regresibn de vasos
sanguineos, a la disfuncién de las células endoteliales o a una revascularizacion
deficiente (Losordo, 2004). Caso contrario son las enfermedades como el cancer
en donde la alta concentracion de factores pro-angiogénicos induce la formacion
de vasos sanguineos mediante diferentes mecanismos: 1) angiogénesis; 2)
intususcepcion, en donde los vasos tumorales se remodelan y expanden mediante
la insercion de columnas de tejido intersticial en el lumen de los vasos
preexistentes; y 3) los precursores de células endoteliales (angioblastos) se alojan
desde la médula 0sea o la sangre periférica hacia los tumores y contribuyen al
revestimiento endotelial de los vasos tumorales (vasculogénesis). De igual manera
que la angiogénesis, la linfangiogénesis contribuye a la diseminacion de las
células tumorales (Figura 2) (Pandya, Dhalla and Santani, 2006).
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Figura 2. Formacion de vasos sanguineos intratumorales: mecanismos

moleculares y celulares

Los mecanismos celulares de angiogénesis tumoral que contribuyen a la supervivencia y
diseminacion de células cancerosas incluyen: angiogénesis, intususcepcion y vasculogénesis via
precursores endoteliales. Se muestra ademas el proceso de linfangiogénesis el cual contribuye de
manera importante al desarrollo de metastasis.

La formacion de tumores resulta de la combinacién de alteraciones genéticas y
epigéneticas que activan oncogenes y/o inhiben genes supresores de tumores, lo
cual provoca que la tasa de proliferacion celular aumente y la apoptosis disminuya,
procesos concomitantes que resultan en el crecimiento hiperplésico temprano. La
angiogénesis es constantemente estimulada por factores de crecimiento
producidos en exceso dentro del microambiente tumoral formado por un conjunto
de células tumorales, fibroblastos, macrofagos, linfocitos T y otras células
inflamatorias (Wicki and Christofori, 2008).

Los tumores pueden absorber suficientes nutrientes y oxigeno por difusién simple
hasta un tamafio de 1-2 mm3, pero su crecimiento requiere suministro vascular.



Sin embargo, una vez que el tumor ha alcanzado un tamafio critico, las células
tumorales que se encuentran distantes de los vasos sanguineos carecen de un
suministro suficiente de oxigeno y nutrientes, por lo cual mueren por necrosis o
apoptosis. Por lo anterior, las células tumorales activan vias de sefializaciéon que
les permiten evadir estos procesos e inducen la formacion de nuevos vasos
sanguineos que les suministren los nutrientes necesarios. La angiogénesis no solo
contribuye al aporte de nutrientes a las células tumorales sino que también ofrece
una ruta de diseminacion de las células cancerosas a través del torrente
sanguineo que permite la invasion de O6rganos distantes conocida como
metastasis (Raica, Cimpean and Ribatti, 2009).

2. Terapia antiangiogénica

Los inhibidores enddgenos de la angiogénesis son fragmentos de algunas
proteinas especificas que pueden inhibir la formacion de vasos sanguineos
(Ribatti, 2009b). Estos inhibidores pueden ser detectados en el torrente
sanguineo, lo que sugiere que actian en el balance anti-angiogénico como
reguladores en condiciones fisioldgicas normales (Ribatti, 2009b).

La mayoria de los farmacos inhibidores de la angiogénesis (Tabla 1) derivan de
moléculas méas grandes que componen la matriz extracelular (MEC). Los
fragmentos son liberados por protedlisis de MEC y de la membrana basal por
metaloproteasas (MMPSs), catepsinas y elastasas (Sund, Xie and Kalluri, 2004).



Tabla 1. Péptidos antiangiogénicos

Péptido anti- | Blanco celular endotelial Fase clinica
angiogeénico
Angiostatina Se une a la ATP sintasa, a angiomotina y annexin Il en | Fase 1
células endoteliales para inhibir la proliferacion y
migracion celular.
Bevacizumab Anticuerpo monoclonal recombinante humano contra el | Fase 1l y lll

factor de crecimiento vascular (VEGF).

Canstatina

Se cree que se une a la integrina - a, B para inhibir la
proliferacion, migracion y formacion de tubos de
células endoteliales.

Fase preclinica

Combrestatina

Microtubulos
Induce la reorganizacion del citoesqueleto de actina.

Fase | completa

Endostatina Se cree gue tiene como blanco la integrina - a, B para | Fase | y Il
inhibir la proliferacién y migracién e induce la apoptosis
de células endoteliales en proliferacién; no afecta el
proceso de saneamiento.

NM-3 Un inhibidor de la molécula pequefna de VEGF. Inhibe | Fase |
selectivamente la proliferacion celular de células
endoteliales.

Trombospondina | Bloquea la migracion y neovascularizacion de células | Fase |
endoteliales en la coérnea; puede no ser especifico
para células endoteliales.

Vasostatina 30 Se une especificamente a laminina e impide la unién | No aun
de células endoteliales.

Vasoinhibina No se ha descrito. No aun

11.14.1

Adaptado de (Kerbel and Folkman, 2002)

2.1 Vasoinhibina Vi-lI-14.1

Las vasoinhibinas son péptidos anti-angiogénicos derivados de la prolactina
humana (hPRL), son generados por un corte proteolitico en o cerca del loop largo
que conecta la tercera o cuarta a-hélice, comprendiendo los residuos 138-160 en
hPRL y 129-153 en la hormona del crecimiento (GH) y lactégeno placentario (PL)
(Figura 3) (Clapp et al., 2006).

La hPRL es una hormona proteinica de 22-23 kDa formada por 4 hélices-a
organizadas en una configuracién “arriba-arriba-abajo-abajo” y conteniendo dos
(en GH y PL) o tres (en PRL) puentes di sulfuro. Es producida principalmente por
células lactétropas en la hipdfisis anterior. La PRL humana tiene numerosas
funciones en la reproduccion, el metabolismo, la regulacion del sistema inmune, la




osmorregulacion y la conducta (Clapp et al., 1994). La vasoinhibina derivada de
PRL induce apoptosis por medio de la caspasa 3 (Martini et al., 2000) y NF-kB asi
como la inhibicion de proliferaciéon endotelial, migracion e impedimento de la
vasodilatacion (Zhu et al., 2017).

(a) PRL
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Cathepsin D ; ‘:‘ '.“ 147
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133

Figura 3. Representaciéon estructural de la familia PRL/GH/PL de hormonas

polipeptidicas y sus sitios de corte para la generacion de vasoinhibinas

Las estructuras han sido simplificadas y las posiciones de los loops cambiadas para facilitar la
visualizacion. Se indican los sitios conocidos en donde las proteasas cortan las respectivas
moléculas, como lo son la terminacion de las vasoinhibinas recombinantes, que son sintetizadas
directamente como la forma mas corta. Los aminoacidos C- terminal de las vasoinhibinas cortadas
estan indicadas por el nimero de residuo. El corte de la molécula parental resulta en la remocién
de la hélice 1V, ilustrada en verde (Clapp et al., 2006).




Varias proteasas cortan tanto en formas purificadas como recombinantes en las
tres hormonas en multiples sitios. La protedlisis de la hPRL por catepsina D
produce los péptidos antiangiogénicos 1-32 (15.0 kDa), 1-47 (16.8 kDa) y 1-150
(17.2 kDa) (Piwnica et al., 2004) y las metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 y MMP-13) cortan la unioén en el péptido
156-157 en PRL para generar una vasoinhibina de 17 kDa que puede después ser
procesada por MMPS para generar vasoinhibinas de 16 y 14 kDa (Macotela,
2006).

La Vi-ll- 14.1 es la Vi que contiene los primeros 123 aminoacidos de la PRL
(Figura 4), esta es producida por la accion de MMPs y catepsina D. La Vi-ll- 14.1
mantiene el mismo efecto anti-proliferativo que la vasoinhibina de 16 kDa, la
vasoinhibina més estudiada. En nuestro grupo de trabajo se ha producido la Vi-II-
14.1-6His en E. coli y fue purificada mediante cromatografia de afinidad y mostré
actividad anti proliferativa en cultivos de células endoteliales de vasos coronarios
de rata (Vazquez Rodriguez, Gonzalez and De Leon Rodriguez, 2013).

1 PROLACTINA HUMANA (NP_001157030) 198

1 Vi-lI-16.1 139

Figura 4. Representacion de la vasoinhibina

Se muestra una representacion esquematica de la PRL humana vy los péptidos Vi-lI-16.1 y Vi-lI-
14.1 los cuales derivan del extremo amino terminal. Se incluye ademas la clave de acceso a la
secuencia de aminoacidos de la PRL humana. Los nimeros a los extremos representan el nimero
de aminoéacido.

2.2 Vasostatina 30

La vasostatina (Vs) es un péptido anti-angiogénico derivado del extremo amino
terminal de la calreticulina humana (hCALR). La hCALR a es una proteina de 46
kDa de unién a Ca?* y actividad chaperona. La proteina contiene una secuencia N-
terminal escindible que dirige al reticulo endoplasmatico (ER) y una sefial de
retencibn en ER KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu). La hCALR esta involucrada en el
correcto plegamiento de polipéptidos nacientes que atraviesan el ER. La hCALR



estd implicada en un gran numero de procesos biolégicos incluyendo el
plegamiento de proteinas, la regulacion de la homeastasis de Ca ?*, la modulacién
de vias transcripcionales, adhesion celular, apoptosis, desarrollo embrionario entre
otros (Figura 5) (Michalak et al., 2009).
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Figura 5. Estructura modelo de calreticulina

A) Representacion lineal de los dominios de calreticulina. La proteina contiene una secuencia sefial
N terminal (caja negra) , un dominio N (caja azul), dominio P (caja roja), dominio C (caja naranja) y
una sefal C-terminal KDEL .B) Modelo tridimensional de los dominios N y P de calreticulina
basados en estudios de NMR.(Michalak et al., 2009).

La Vs fue obtenida originalmente de sobrenadantes de la linea celular VDS-O
inmortalizada con el virus de Epstein-Barr. El sobrenadante inhibié de manera
significativa la proliferacion de células HUVEC vy células endoteliales fetales de



corazon bovino (FBHE) inducida por el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF) (Pike et al., 1998).

La Vs inhibe la angiogénesis in vivo, suprime la neovascularizacion in vivo,
previene o reduce el crecimiento tumoral experimental, e inhibe la migracion
celular endotelial por la union a laminina a5, y y1 (Pike et al., 1998)(Yao, Pike and
Tosato, 2002).

El dominio activo de Vs esta comprendido en los 135-164 aminoacidos N-
terminales de hCALR (Vs30) (Figura 6).

1 CALRETICULINA HUMANA (NP_004334.1) 400

1 VASOSTATINA 180

Figura 6. Representacion de la vasostatina

Se muestra una representacién esquematica de la hCALR y los péptidos vasostatina y Vs30 los
cuales derivan del extremo amino terminal. Se incluye ademas la clave de acceso a la secuencia
de la calreticulina humana. Los nimeros a la derecha representan el nimero de aminoacido.

La Vs30 inhibe la proliferacion de células endoteliales, suprime la angiogénesis in
Vivo, cuenta con actividad antiinflamatoria y no afecta el proceso de reparaciéon de
heridas (Pike et al., 1998; Calderon-Salais et al., 2018) (Pike et al., 1998).

Ademas, Vs30 puede inhibir la proliferacion celular endotelial in vitro, suprimir la
neovascularizacién in vivo y prevenir o reducir el crecimiento de tumores (Pike et
al.,, 1998). Comparado con otros inhibidores de la angiogénesis como
trombospondina, angiostatina y endostatina, la vasostatina es pequefia, soluble y
estable, ademas de ser facil de producir y utilizar. El péptido puede ser producido
mediante sintesis quimica, sin embargo esta no es la plataforma ideal para
produccion a gran escala debido a que los costos de produccion y purificaciéon son
mayores que con el enfoque biotecnologico (Andersson et al., no date; Bray, 2003;
Li, 2011).
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3. Proteinas de fusion

Las proteinas de fusion estan formadas por la traduccién de dos o mas genes
previamente independientes que se han unido de manera natural o mediante
manipulacion genética. Las proteinas de fusidon son usadas terapéuticamente para
extender la vida media o combinar mecanismos de accion en una sola entidad
proteinica (Czajkowsky et al., 2012).

4. Pichia pastoris como sistema de expresion de proteinas

El uso de P. pastoris para la produccién heterdloga de proteinas es altamente
efectiva. La disponibilidad de promotores inducibles y constitutivos, asi como de
marcadores de seleccion, sefales de secrecion, cepas deficientes de proteasas y
mejor entendimiento de los patrones de glicosilacion, ha dado a los investigadores
diversos medios para la produccion de proteinas heterdlogas. Existen farmacos
comerciales producidos en P. pastoris como la albumina sérica humana (Japon) y
la ocrisplamina (Bélgica)(Yang and Zhang, 2018). En comparacion a la produccion
en E. coli, este sistema puede evitar pasos como: 1) la extraccién de proteina por
lisis celular, 2) el procesamiento de cuerpos de inclusion y 3) el andlisis de
controles adicionales para endotoxinas, las cuales pueden modular la proliferacién
de células endoteliales (Baltzer, 1994). Esta diversidad incluso ha permitido la
produccion de proteinas de membrana complejas como los receptores acoplados
a proteinas G (Macauley-Patrick et al., 2005).

Se han producido mudltiples proteinas de fusién con actividad anti-angiogénica

(Tabla 2). Generalmente se ha utilizado la expresion inducible para la produccién
de estas proteinas a excepcién de canastatina-N (Calderén Salais 2018).
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Tabla 2. Proteinas de fusidén con actividad anti-angiogénica

Sistema de | Proteina de | N-Terminal Enlazador C-terminal
expresion fusion
E. coli PFV Fragmento C- | G-P-G Vs30
13 del factor
plaquetario 4
ALV Fragmento Ga VAS
ATF de la
urokinasa
VS VI Vs30 G2-P-G2 Vasoinhibina
Vi-1l-14.1
VTF VAS (G-S-G)2 Tumstatina
T-CAM Fastatin - Fragmento de
la fibronectina
Fll (9-10)
S. cerevisiae | HSA-TIMP-2 HSA - TIMP-2
Células 293t | RBDV-Ig RBDV Porcion Fc de
dominio  de IgG1 humana
union a
receptor del
VEGF
P. pastoris E-K5 Endostatina Fragmento
Derivado del
colageno tipo plasminégeno
XV Kringle
rhHSA- HSA VEGF165b
VEGF16 5b
Vs _ Vi Vs30 G2-P-G2 Vasoinhibina

Vi-1l-14.1

Aunque los sistemas de expresion de P. pastoris disponibles

son eficientes y

faciles de usar con protocolos bien establecidos, se requiere optimizarlos para
lograr la maxima produccion de la proteina deseada (Macauley-Patrick et al.,

2005).

4.1 Proteina de fusién Osiris

En este trabajo se expresé la proteina de fusion denominada Osiris compuesta por
Vs30, un enlazador multicomponente, Vi-1I-14.1 y una etiqueta de polihistidinas. El

enlazador contiene la secuencia de corte de la trombina, la secuencia A3 y una

region flexible de tipo GGPGG. La secuencia A3 es reconocida por las
metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 presentes en los sitios hiperproteoliticos
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tumorales (Figura 7). Esta secuencia se afiadidé con la intencion de que los
péptidos V30 y Vi-ll-14-1 sean escindidos y puedan actuar de manera
independiente. La secuencia de ADN que codifique Osiris sera diseflada de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos y el uso preferencial de codones de P.
pastoris (Calderon-Salais, 2018).

135-164 aa 1-23 aa
Enlazador
@ (1.83 kDa) Q
(3.67 kDa) I o ] (13.7 kDa.) (0.84 kDa)

LVPRG/S GGPGG HHHHHH

MMP-2 MM-9
(Chen, 2002)

Figura 7. Representacion de Osiris

Se muestran las coordenadas y clave de acceso de las secuencias de aminoécidos de Vs30 y Vi-
1114.1 dentro de las proteinas parentales, el peso molecular tedrico y la secuencia de los
componentes del enlazador. La diagonal en las secuencias representa el sitio de corte de la
proteasa en cuestion (Chen, 2002).

5. Pez cebra como modelo de estudio

La investigacion biomédica depende del uso de modelos animales para estudiar y
entender la patogénesis de las enfermedades humanas a nivel celular y molecular
y provee herramientas para el desarrollo de nuevas terapias (Curriet, 2007).

A pesar de la preeminencia del raton en el modelado de enfermedades humanas,
varios aspectos de la biologia murina, asi como los costos de insumos e
infraestructura para el manejo del modelo limitan su uso rutinario en el escrutinio
genético y terapéutico a gran escala.

El pez cebra (Danio rerio) es un organismo modelo para el estudio de la biologia
de vertebrados, siendo adecuado para analisis genéticos y de desarrollo
embrionario. El rapido desarrollo, asi como su claridad Optica durante la
embriogénesis permiten el analisis visual de los procesos de desarrollo temprano,
asi como la alta fecundidad y los tiempos de vida cortos facilitan los andlisis
genéticos. Por medio de escrutinios genéticos a gran escala en este modelo se
han identificado > 500 fenotipos mutantes en varios aspectos del desarrollo
temprano, muchos de los cuales se asemejan a trastornos clinicos humanos
(Kimberly Dooley and Leonard | Zon, 2000).
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5.1 Pez cebra para el estudio de metéastasis

Existe abundante evidencia que independientemente del proceso celular de
transformacion, el fenotipo de metéastasis esta genéticamente controlado (Teng et
al., 2013). La metastasis es un proceso de varios pasos que involucra invasion
tumoral local seguida por la diseminacion y restablecimiento en sitios distantes.
Gracias a la facil manipulacién genética del pez cebra, se han obtenido una amplia
gama de cepas transgénicas que expresan proteinas fluorescentes en tipos
celulares determinados. Un ejemplo es la fusion de la regioén reguladora del gen
flil con la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente mejorada
(EGFP) dando lugar a la cepa Tg (flil: EGFP)Y! la cual presenta vasos sanguineos
verde fluorescentes. Dicha cepa ha sido ampliamente utilizada en el estudio de
angiogénesis tumoral y metastasis (Delov et al., 2014), ademas, debido a la
transparencia de los embriones de pez cebra es posible analizar eventos
tempranos del proceso metastasico in vivo mediante microscopia de fluorescencia.
Debido a lo anterior, el modelo de pez cebra representa un sistema in vivo
adecuado para la rapida y precisa evaluacion de la efectividad de moléculas
candidatas para tratamientos anti-cancer (Teng et al., 2013).

Justificacion

La angiogénesis es un blanco sumamente importante para la terapia contra el
cancer. La inhibicion de la angiogénesis previene el crecimiento tumoral y
diseminacion celular por lo cual en el presente trabajo se propone realizar la
expresion de la proteina de fusién Osiris (Vs30- Vi-11-14.1) en P. pastoris, asi como
la evaluacion de la actividad biol6gica del péptido anti-angiogénico vasostatina
(Vs30).

Objetivos generales

Expresar la proteina anti-angiogénica Osiris en P. pastoris.
Evaluar la actividad biologica de las proteinas anti-angiogénicas en sistemas in
vitro e in vivo.

Objetivos especificos
Comparar la expresion constitutiva e inducida de la proteina de fusion Osiris.

Evaluar la actividad anti-proliferativa de la Vs30 sintética (sVs30) en lineas
celulares de cancer de mama.
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Evaluar la actividad anti-metastasica y anti-angiogénica de Vs30 y sVs30 in vivo
en pez cebra.
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Material y métodos

1. Material

1.1 Cepas

La propagacion de los plasmidos se realizO en Escherichia coli TOP10F
(Invitrogen) con el genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A
lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Las
cepas comerciales de Invitrogen de P. pastoris se han reclasificado en dos
especies Komagataella phaffii y Komagataella pastoris. Por tanto, para la
expresion de las proteinas recombinantes se utilizd la cepa deficiente de
proteasas SMD1168 (pep4) de Komagataella pastoris.

1.2 Plasmidos

Se utilizo el vector pGAPZoA para la expresion constitutiva, el cual cuenta con el
promotor pGAP y un gen de resistencia a la zeocina que puede ser utilizado como
marcador de seleccién en E. coli y en P. pastoris. Por otra parte, el vector de
expresion inducible pPIC9K cuenta con el promotor de la AOX1 y un gen de
resistencia a G418 para la seleccion en P. pastoris y un gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion en E. coli.

1.3 Secuencias de péptidos de interés

En la tabla 3 y 4, se enlistan las secuencias de los diferentes componentes de
Osiris y los oligonucleotidos comerciales para la verificacién de la insercién de los
vectores de expresion en el genoma de P. pastoris.
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Tabla 3 Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de interés

Anti-angiogénico

Longitud en
pares de bases (pb)
aminoacidos (aa)

Secuencia

Vs30

117 pb

GAATTCGATATTTGCGGTCCAGGAACCAAGAAGGTCCACGTCAT
TTTCAACTACAAGGGAAAGAATGTCCTTATTAACAAAGATATTAGA
TGCAAGCACCACCACCACCACCACTAA

38 aa

EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKHHHHHH.

Vi-1I-14.1

390 pb

ATGCTTCCAATTTGTCCTGGTGGAGCAGCTAGATGCCAAGTCAC
TTTGAGAGATCTTTTTGACAGAGCTGTTGTCTTGAGTCATTACAT
CCACAACCTTTCTTCCGAAATGTTTCTCAGAGTTCGATAAGAGAT
ACACCCATGGTAGAGGTTTTTATTACTAAGGCTATCAATTTCTTGT
CACACTTCAAGTTTTGGCTACACCAGAAGATAAGGAGCAAGCCC
AACAGATGAACCAGAAAAGACTTCTTGTCTCTTATTGTTTCCATCT
TGAGATCATGGAATGAACCTTTGTACCATCTTGTTACTGAAGTCA
GAGGAATGCAGGAGGCCCCCTGAAGCCATTCTTTCCAAGGCAGT
TGAGATTGAACACCACCACCACCACCATTAA

129 aa

EFMLPICPGGAARCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRY
THGRGFITKAINSCHTSSLATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSILRSW
NEPLYHLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEHHHHHH.

VS_VI [59]

495 pb

GAATTCGACATCTGTGGCCCTGGCACCAAGAAGGTTCATGTCAT
CTTCAACTACAAGGGCAAGAACGTGCTGATCAACAAGGACATCC
GTTGCAAGGGTGGTCCAGGTGGTATGTTGCCCATCTGTCCCGG
CGGGGCTGCCCGATGCCAGGTGACCCTTCGAGACCTGTTTGAC
CGCGCCGTCGTCCTGTCCCACTACATCCATAACCTCTCCTCAGA
AATGTTCAGCGAATTCGATAAACGGTATACCCATGGCCGGGGGT
TCATTACCAAGGCCATCAACAGCTGCCACACTTCTTCCCTTGCCA
CCCCCGAAGACAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAATCAAAAAGAC
TTTCTGAGCCTGATAGTCAGCATATTGCGATCCTGGAATGAGCCT
CTGTATCATCTGGTCACGGAAGTACGTGGTATGCAAGAAGCCCC
GGAGGCTATCCTATCCAAAGCTGTAGAGATTGAGCACCACCACC
ACCACCACTAA

164 aa

EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKGGPGGMLPICPGGAA
RCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEFDKRYTHGRGFITKAIN
SCHTSSLATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSILRSWNEPLYHLVTEVR
GMQEAPEAILSKAVEIEHHHHHH.

OSIRIS

540 pb

GAATTCGATATTTGCGGTCCAGGAACCAAGAAGGTCCACGTCAT
TTTCAACTACAAGGGAAAGAATGTCCTTATTAACAAAGATATTAGA
TGCAAGTTGGTTCCAAGAGGTTCCGCTGCCAAACCTAGAGCCTT
GACAGCAGGTGGACCAGGTGGAATGCTTCCAATTTGTCCTGGT
GGAGCAGCTAGATGCCAAGTCACTTTGAGAGATCTTTTTGACAG
AGCTGTTGTCTTGAGTCATTACATCCACAACCTTTCTTCCGAAAT
GTTCTCAGAGTTCGATAAGAGATACACCCATGGTAGAGGTTTTAT
TACTAAGGCTATCAATTCTTGTCACACTTCAAGTTTGGCTACACC
AGAAGATAAGGAGCAAGCCCAACAGATGAACCAGAAAGACTTCT
TGTCTCTTATTGTTTCCATCTTGAGATCATGGAATGAACCTTTGTA
CCATCTTGTTACTGAAGTCAGAGGAATGCAGGAGGCCCCTGAAG
CCATTCTTTCCAAGGCAGTTGAGATTGAACACCACCACCACCAC
CATTAG

179 aa

EFDICGPGTKKVHVIFNYKGKNVLINKDIRCKLVPRGSAAKPRALTA
GGPGGMLPICPGGAARCQVTLRDLFDRAVVLSHYIHNLSSEMFSEF
DKRYTHGRGFITKAINSCHTSSLATPEDKEQAQQMNQKDFLSLIVSIL
RSWNEPLYHLVTEVRGMQEAPEAILSKAVEIEHHHHHH.
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Tabla 4. Primers

Primer Secuencia
pGAP Forward 5 -GTCCCTATTTCAATCAATTGAA-3’
3" AOX1 5 -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

1.4 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama negativas a receptor de
estrogeno (ER-) MDA-MB-468, MDA-MB-231 y ER+ T47D las cuales fueron
obtenidas y autenticadas por la American Type Culture Collection (ATCC). Las
células ER- MDA-MB-231 y MDA-MB-468 fueron cultivadas en medio DMEM libre
de rojo de fenol suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS), 2mM glutamina
y 50 IU/mL/50 pg/mL penicilina/estreptomicina, mientras que las células ER+ T47D
fueron mantenidas en medio Opti-MEM con 4% FBS.

1.5 Embriones de pez cebra

Se utilizaron embriones transgénicos de la cepa Tg (flil: EGFP) ¥ los cuales
expresan la proteina verde fluorescente en células endoteliales. Tres dias antes
de los experimentos, los peces cebra adultos se colocaron en acuarios de crianza
y los huevecillos fueron recolectados al dia siguiente e incubados en medio
embrionario E3 a 28°C. Después de 48 horas de incubacién, dos dias post-
fertilizacion (2 dpf), el corion fue removido bajo microscopio. Para las
microinyecciones, los embriones fueron colocados en moldes de agarosa y
anestesiados con 0.5 mg/mL de tricaina.

2. Métodos de produccion y manipulacion de ADN

2.1 Extraccién de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina

Se utilizé el método de lisis alcalina para la producciéon de ADN plasmidico, que se
llevd a cabo de la siguiente manera:

a) Condiciones de cultivo y antibiéticos.

Se sembré una colonia de E. coli TOP10F "en 2 mL de medio LB y se incub6 entre
16 a 18 horas en agitacion constante a 37°C. Se utilizd el antibiético zeocina (25
mg/mL) y LB de bajas sales para la produccion de los plasmidos derivados de
pGAPZoA, para el resto se utilizd ampicilina (50 mg/mL) y LB convencional.
Despueés, se coloco el cultivé en un tubo de 1,5 mL, se centrifug6 por 1 minutos a
12,000 rpm y se descart6 el sobrenadante.

b) Lisis alcalina
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Se agregaron 100uL de la solucion Birnboim | y se resuspendid la pastilla
completamente. Después, se adicionaron 200uL de la solucién Birnboim Il y se
mezclé por inversion hasta que la mezcla estuviera transparente (Nota: una mezla
no transparente es sefial de una lisis bacteriana deficiente.) Luego, se agregaron
150uL de la solucion Birnboim Il y se mezcld por inversion hasta la aparicion de
precipitados.

Después, se agregaron 20uL de cloroformo, se centrifugd a 12,500 rpm por 5
minutos y se recupero del sobrenadante.

c) Precipitacion de ADN plasmidico

Se precipitdé el ADN plasmidico de la siguiente manera: se agregaron 50 pL de
acetato de sodio 3M y 1 mL de etanol absoluto frio. Después, se incubé la mezcla
anterior durante 20-40 minutos a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 12,500
rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y se secé la pastilla. Se
resuspendio en 50uL de H20.

2.2 Extraccion de ADN total de P. pastoris

Se extrajo el ADN total de las transformantes de P. pastoris con el fin de verificar
la insercidon del casete de expresion en el genoma. Para esto se utilizé el método
de PCR de colonia ya que es un método sencillo y econémico que permite el
procesamiento de un gran nuimero de cepas en poco tiempo. Se colocd una
colonia de las cepas transformantes de P. pastoris en 50 puL de H20 y se incubé a
100°C durante 10 minutos y se colocé en microondas por 5 minutos a maxima
potencia (nota las colonias a analizar no deben de superar 2 semanas de
almacenamiento a 4°C). Después, se centrifugd el lisado a 12,500 rpm por 1
minuto y se utilizé 1 yL del sobrenadante como ADN molde para una reaccion de
15 pyL de PCR. El sobrenadante puede almacenarse a 4°C durante 24 h.

2.3 Amplificacién de genes por PCR

Se utilizé el método de PCR para la amplificacion de los genes Osiris. Se utilizaron
los oligonucleétidos pGAP forward y 3’AOX1 para amplificar el casete de
expresion del plasmido pGAPa y los oligonuclettidos Factor-a y 3’AOX1 para
Ppick9k. Las condiciones de temperatura fueron las siguientes:

a) 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5 min (15 minutos para
PCR de colonia).

b) 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento por 30
segundos y 72 °C durante 40 segundos para todos los genes.

c) 1 ciclo de extension final de 72 °C durante 10 minutos.
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2.4. Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa con una concentracion de 1.2% para los
fragmentos menores a 500 pb, 1% para fragmentos de 500 pb a 4 kb. Se utilizé
buffer TAE y se administré 90 voltios por 50 minutos para geles de agarosa de 1%.
Se realizo6 la tincion del ADN con bromuro de etidio por 10 minutos y se analizé en
un transiluminador de luz UV.

2.5. Preparacién de células competentes de E. coli

Se obtuvieron células competentes de E. coli mediante el tratamiento con cloruro
de rubidio, de la siguiente forma:

a) Se sembrd una colonia de E. coli TOP10F en 5 mL de LB y se incubo toda
la noche en agitacion constante a 37 °C. Después, se afiadieron 2 mL de
pre-cultivo en 200 mL de LB y se incubd en las mismas condiciones hasta
llegar a una DOsso de 0.5 (Aproximadamente 3 horas).

b) Se centrifugd la pastilla celular en 10 mL de la solucién reguladora | y se
incubo por 20 minutos en hielo.

c) Se repiti6 el paso b) y se resuspendid la pastilla celular en 2 mL de la
solucién reguladora Il. Después, se realizaron alicuotas de 200 pL en tubos
estériles de 1.5 mL y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

2.6 Transformacion de E. coli por choque térmico

Se agrego0 el plasmido pGap-Osiris a 100 pL de células competentes en un tubo
de 1.5 mL y se incubd la mezcla durante 30 minutos en hielo. El choque térmico se
realizé a 42 °C por 45 segundos y después se incub6 en hielo durante 1 minuto.
Posteriormente, se agregaron 500 pL de medio LB y se incub6 a 37 °C por 40
minutos en reposo y 20 minutos en agitacion. Se centrifugé por 30 segundos a
3,000 rpm y se descartd el sobrenadante hasta un volumen de 50 pL de
sobrenadante y se sembré en una placa de Petri con medio LB con ampicilina (50
png/mL) o en medio LB de bajas sales con zeocina (25 pug/mL) para los plasmidos
derivados de pGAPZaA.

3. Transformacioén de P. pastoris

3.1 Preparacion de células de P. pastoris electrocompetentes

a) Se sembré una colonia de P. pastoris en 5mL de YPD y se incubo toda la noche
en agitacion constante a 28 °C. Después, se afadieron 125uL del pre-cultivo en
125mL de YPD y se incubo en las mismas condiciones hasta llegar a una DOsoo de
1-1.3 (Nota: en aproximadamente 14 y 16 h).

b) Se centrifugd a 5,000 rpm por 5 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante.

c) Se resuspendio la pastilla celular en 60 mL de H20 estéril fria.
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d) Se repitié el paso b) y se resuspendié la pastilla celular en 30mL de H20 estéril
fria.

e) Se repitio el paso b) y se resuspendié la pastilla celular en 20mL de sorbitol 1 M
estéril frio.

f) Se repitié el paso b) y se resuspendio la pastilla celular en 250mL de sorbitol 1M
estéril frio. Después, se realizaron alicuotas de 80 uL en tubos estériles de 1.5 mL
y se mantuvieron a 4 °C hasta su uso. Nota: no exceder las 12 h de
almacenamiento.

3.2 Linealizacion y concentracion de vectores de expresion

Es necesario linealizar 10-15 pg en 10 pL de H20 del vector de expresion para la
transformacién de P. pastoris. Se utilizé la enzima BamHI para linealizar el
plasmido pGAPZaA. Se realizaron de 5 a 7 digestiones por separado en 2 ug de
vector de expresion y se incubaron a 37 °C por 3 horas. Después se juntaron las
reacciones de digestién en un tubo de 1.5 mL y se adicioné H20 hasta llegar a un
volumen de 250 pL. Luego se agregd 1 volumen de fenol-tris, se mezclé y se
centrifugé a 12,500 rpm por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, se recupero la
fase superior y se precipitd con alcohol absoluto. El precipitado se resuspendioé en
10 pL de H20 destilada estéril.

3.3 Condiciones de electroporacion y cultivo de transformantes

Se mezclaron 10-15 ug del vector de expresion linealizado y 80 yL de células
competentes de P. pastoris. Después, se colocé la mezcla en una unidad de
electroporacion con un tamafio de ranura de 2 mm y se incubd en hielo por 20
minutos.

Luego, se secd la unidad de electroporacion, se colocé en el electroporador
(Electroporator 2510, Eppendorf) y se dio un pulso a 1,500 V por 5 ms.
Inmediatamente después, se agregd 1 mL de sorbitol 1 M frio en la unidad de
electroporacion, luego se transfirié la mezcla en un tubo de ensayo de vidrio estéril
con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril y se incub6 a 28 °C por 2 h en reposo.
Posteriormente, se sembraron 400 uL de la transformacion en cajas Petri con
medio YPD adicionado con sorbitol 1M y con una concentracién de 100 ug/mL de
zeocina. Después, se incubaron las cajas Petri a 28 °C durante 72 h. Se realiz6
PCR de colonia para verificar la insercion del vector de expresion en el genoma de
P. pastoris.

3.4 Transformacién por electroporacion

1. Mezclar 80 uL de las células competentes con 5- 10 pg de ADN linearizado
(en 5-10 puL de agua estéril) y transferir a una celda de fria de
electroporaciéon de 0.2 cm
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2. Incubar la celda en hielo por 5 minutos

3. Dar el pulso de electroporacion de acuerdo con los parametros para
levadura (Saccharomyces cerevisiae).

4. Agregar inmediatamente 1 mL de sorbitol 1M frio a la celda. Transferir con
pipeta Pasteur de vidrio estéril a tubos estériles de vidrio de 15 mL

5. Dejar el tubo incubando sin agitacion a 30°C por 1-2horas.

6. Plaquear 10, 25, 50, 100 y 200 pL en cajas Petri con 100 pg/mL de zeocina.
Plaguear a bajas densidades favorece la eficiencia de seleccién con
zeocina.

7. Incubar placas por 2-3 dias a 30°C hasta que se formen las colonias (Nota:
cubrir las cajas con aluminio, la zeocina es sensible a la luz)

8. Tomar 10-20 colonias separadas y sembrarlas en YPD fresco o placas con
YPD con 100 pg/mL zeocina.

4. Métodos de expresion, deteccion, analisis

4.1 Métodos de expresion constitutiva e inducida a nivel matraz

Expresion constitutiva: Se sembré una colonia de P. pastoris en 5 mL de YPD con
zeocina (50 pg/mL) y se incubd toda la noche en agitacion constante a 28°C.
Posteriormente, se comenzo el cultivo con una DO e00 = 0.5 -0.1 en 25 mL de YPD
en matraz de 250 mL y se incubd a 28°C por 120 horas. El pH del medio de cultivo
se modificé mediante la adicién de una soluciébn amortiguadora de fosfatos.

Expresion inducida: Se sembr6 una colonia de P. pastoris en 5 mL de YPD con
G418 (500 pg/mL) y se incubd toda la noche en agitaciébn constante a 28°C.
Posteriormente, se comenzé el cultivo con una DO s00 = 0.5-0.1 en 25 mL de
BMGY (Buffered glycerol-complex medium) en matraz de 250 mL y se incubd a
28°C y cada 24 horas se adicioné metanol absoluto estérii como inductor hasta
lograr una concentracion del 1% (nota: el metanol se agreg6 al cultivo después de
la toma de la muestra).

En ambos ensayos de expresion se recolecté 1 mL de cultivo cada 12 horas y se
centrifugé a 12,000 durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se separ6 el
sobrenadante y la pastilla celular y se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se usO SDS-PAGE con amortiguacion tris-tricina para la separacion y analisis de
las proteinas de interés. Para todos los casos la concentracion de poliacrilamida
del gel concentrador fue de 4% vy la del gel separador fue de 16%. Se incluy6 un
gel separador de 10% en el analisis de Vs30. Los geles tuvieron un espesor de 0.7
mm y se corrieron a un amperaje constante de 200 mA durante aproximadamente
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1 hora. Nota: no mezclar las soluciones amortiguadoras del catodo y del anodo,
las cuales se pueden reutilizar 3 veces.

5. Ensayos de proliferacion de células cancerosas y sVs30

Se realizaron ensayos de proliferacion con lineas celulares de cancer de mama
MDA-MB-231, MDA-MB-468 y T47D en presencia de diferentes concentraciones
de Vs30 sintética (sVs30). La proliferacion de las células ER- MDA-MB-231, MDA-
MB-468 y ER+ T47D fue evaluada en placas de 96 pozos en medio DMEM/F12
suplementado con 0.02% BSA, 10 pg/mL apo-transferrina y 1 pg/mL insulina. Las
células cancerosas fueron tratadas con 0.1, 1, 10, 100 y 1000 ng/mL durante 3
dias a 37 °C. Se utilizé un kit de BrdU Cell Proliferation ELISA (Roche #11 647 229
001) para medir la proliferacion de las células.

6. Marcaje y microinyeccion de células de cancer de mama en pez
cebra

6.1 Dia 1 antes de la microinyeccion

1.- Lavar células competentes con 5mL de PBS precalentado a 37°C.

2.- Diluir DIL 2.5 pL por 10 mL de PBS (4 pug/mL).

3.- Afiadir PBS con DiL al frasco con células e incubar por 30 minutos a 37°C.

4.- Utilizar un “cell scrapper”’ para despegar las células y transferirlas a un tubo
Falcon de 50 mL.

5.- Centrifugar las células a 1000 x g por 3 minutos, repetir este paso por un total
de 3 veces.

6.- Resuspender las células en medio de cultivo y transferir a un frasco de 75 cm?®
7.- Incubar a 37°C durante 24 horas.

6.2 Dia de la microinyeccion

e Lavar células con 8-10 mL de PBS y después afiadir 2 mL de tripsina.

e Agregar 5 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina.

e Transferir todas las células a un tubo falcén de 50 mL.

e Diluir 1:10 las células con azul de tripano y contar en camara de Neubauer.

e Centrifugar células a 300 x g por 5 minutos y descartar sobrenadante.

e Diluir células en 1 mL de medio DMEM/F12 suplementado con 0.02% BSA,
10 pg/mL apo-transferrina y 1 pg/mL insulina, poner células en tubo de 1
mL en hielo y llevar al laboratorio de pez cebra.

¢ Antes de la microinyeccion centrifugar células a 1500 rpm por 5 minutos.

e Diluir pellet con PBS £ (s)Vs30 1 pug/mL/10 pg/mL, 1 ug/mL de angiostatina
o 1 ug /mL de angiogenina a una concentracion final de 150,000 - 200,000
células/pL.
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e Después de las microinyecciones seleccionar los embriones inyectados
correctamente bajo microscopio de fluorescencia y transferir a medio E3
para un lavado adicional.

e Colocar todos los embriones en medio E3 suplementado con 30 ug/mL PTU
+ E2 1nM e incubar por 3 dias a 28°C.

7. Evaluacion de tumor primario y analisis de angiogénesis
tumoral

Células MDA-MB-231 fueron marcadas con DiL e inyectadas en embriones de pez
cebra como se describid anteriormente en presencia de matrigel. Se probaron
concentraciones de 0, 10, 25 y 50% de matrigel para conocer la concentracion que
generara tumores primarios mejor definidos. Después de 3 dias de incubacién a
28 °C en presencia de PTU, los embriones fueron anestesiados con tricaina
0.02%, fijados en 4% de paraformaldehido a 4 °C durante toda la noche y
montados en cubreobjetos con medio Slowfade Gold antifade. Se tomaron
fotografias de los embriones por medio de microscopia confocal usando un
objetivo de 20x y haciendo un Z stack partiendo del inicio al final del tumor
primario.

Para el andlisis de la actividad anti-angiogénica, las células MDA-MB-231 se
inyectaron con 50% de matrigel y en presencia de 1 o 10 pg/mL de sVs30 o con 1
pHg/mL de Vs30, angiostatina o angiogenina. Posteriormente los embriones fueron
incubados durante 3 dias a 28 °C, fijjados y analizados mediante microscopia
confocal como se describié anteriormente. Las imagenes obtenidas se analizaron
por medio del software ImageJ y se midié el porcentaje de angiogénesis tumoral
con respecto al area tumoral.

Resultados

Comprobacién de la construccion

Para verificar que la construccion de pGapOsiris habia sido correctamente
propagada en E. coli TOP10 F" se realizé una extracciéon de ADN plasmidico por el
método de lisis alcalina y posteriormente la construccion se analizd por digestion
enzimatica con BamHI y Sacl. Las muestras se analizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa (Figura 8). Los resultados muestran en el carril 2 el vector
pGap (3159 pb), en el carril 3 el vector cortado por BamHI (3159 pb), en el carril 4
se muestra pGaposiris sin ninguna digestion enzimatica por lo que el ADN muestra
diversas isoformas (3699 pb), en el carril 4 se realiz6 doble digestion para
comparar el tamafio del vector sin el inserto (3215) y se pudo constar que una vez
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liberado el fragmento la banda del carril 5 coincide con el vector vacio (carril 3).
Una vez confirmado el vector se prosiguio a la transformaciéon de Pichia pastoris
para la expresion de la proteina de interés.

a) b)

1 Marcador de
tamafio

2 pGap

3pGap + Bam HI
4 pGapOsiris

5 pGapOsiris+
BamHI+ Sacl

3699 pb
3159 pb

pGAP-OSIRIS

3699 bp

3215 pb o T e
—--“/

Figura 8. Comprobacién de la construccion inducida
Digestion enzimética de los plasmidos pGap y pGapOsiris. a) Se observan bandas a 3159 pares de
bases (pb) y 3699 pb correspondientes a pGap cortado con BamHI y pGapOsiris respectivamente.
b) Se muestr el mapa del plasmido pGAP-Osiris y los sitios de corte.

Seleccion de cepas secretoras de Osiris

Se realizé el escrutinio en masa por el método de inmunodeteccion en placa
(colony blot) de la cepa de P. pastoris transformada con el plasmido pGAPOsiris
para seleccionar las colonias sobreproductoras de la proteina de interés y realizar
ensayos de expresion posteriores con dichas colonias. La figura 9 muestra una
expresion variable de la proteina de fusion en cada colonia de P. pastoris. Se
seleccionaron las cuatro cepas de Pichia con mayor expresion de la proteina de
fusion para realizar los ensayos de expresion. EI PCR de colonia es un método
sencillo y fiable para verificar la integracion en el genoma del gen de interés en P.
pastoris. Por lo cual se utilizé este método usando los primers pGAP Forward y 3
AOX1 para amplificar el gen de interés (Figura 9).
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Figura 9. Colony blot

Se analizaron 12 transformantes diferentes, cada una marcada con un nimero usando como
anticuerpo primario anti his tag, la flecha de color negro muestra un control negativo con SMD168
sin transformar. Se muestra con flechas azules las 4 colonias seleccionadas. La membrana de

nitrocelulosa fue revelada con NBT y BCIP.
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Figura 10. PCR de colonia para amplificar el gen Osiris.

A) Se muestra la prediccién del PCR de colonia con el software Snapgene. B) Se muestra un gel
de agarosa al 1% donde el carril 1 representa el marcador de peso, 2 blanco, 3 control negativo y
los carriles 4-9 son muestras del cultivo transformado. Se muestra una prediccién del gen
amplificado de 1076 pb y una representacion de la zona amplificada.

Ensayos de expresion constitutiva e inducida a nivel matraz

Con el fin de comparar el nivel de produccién de la proteina de fusion en los sistemas de expresion
constitutiva e inducible se realizaron ensayos de expresién a nivel matraz recolectando muestras
cada 24 horas por 120 horas, induciendo cada 12 horas después de tomar la muestra con metanol
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absoluto hasta una concentracion de 1 %. La expresion de la proteina se evalué mediante Western
blot utilizando un anticuerpo dirigido contra la etiqueta de histidinas.

Expresion Constitutiva
R 24h 48h Expresion inducida

__24h _48h 72h 96h

40kDa
-

d0kDa

Figura 11. Andlisis por Western blot de la expresién de Osiris mediante

expresion constitutiva e inducida
Se tomé muestra de ambos ensayos cada 24 horas durante 5 dias y se analiz6 por medio de
western blot. En ambos ensayos se muestra una banda consistente en 40 kDa a las 24 y 48 horas.

Se puede observar en ambos ensayos de expresion la aparicion de una banda
constante de 40 kDa (Figura 11), esta banda es consistente en ambos ensayos lo
cual indica que se puede tratar de nuestra proteina de interés. Sin embargo, el
peso molecular esperado (~20 kDa) es diferente al obtenido por lo cual sugiere
que la proteina pudo haber tenido modificaciones postraduccionales tales como
glicosilaciones que afectaron su peso molecular. Es necesario realizar mas
experimentos para corroborar la identidad de la proteina de fusion y proseguir con
la produccién y purificacion de esta.

Ensayos de proliferacion de células cancerosas con sVs30 in
vitro

Se realizaron ensayos de proliferacion con lineas celulares de cancer de mama
T47D, MDA-MB-468, MDA-MB-231 en presencia de diferentes concentraciones de
sVs30 para evaluar su posible efecto en el crecimiento celular. Los ensayos de
proliferacion de las células cancerosas mostraron que la sVs30 no tuvo un efecto
significativo en la proliferacion de las células de cancer de mama a las
concentraciones probadas (Figura 12).
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Figura 12. Ensayos de proliferacion de las células T47D, MDA-MB-468 y

MDA-MB-231 con 0.1 - 1000 ng/ mL de sVs30. Las células fueron sembradas en placas
de 96-pozos y tratadas con sVs30, la proliferacion celular se analizé mediante un kit de BrDU
ELISA como se indica en materiales y métodos. (a) T47D (b) MDA-MB-468 y (c) MDA-MB-231. Los
datos se muestran como media + SEM y analisis estadistico con Student t test de dos colas, no se
obtuvo ningun cambio significativo entre grupos.

Evaluacion in vivo de la actividad anti-metastasica de Vs30 y
sVs30 en pez cebra

En este experimento se evalud el efecto que Vs30 y sVs30 presentan sobre la
actividad metastasica de las células cancerosas. Para la evaluacién in vivo se
analizé Vs30 producida en P. pastoris y la vasostatina producida de manera
sintética (sVs30). Para evaluar la actividad anti-metastasica de los péptidos
recombinantes, se inyectaron células de cancer de mama T47D, MDA-MB-468 y
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MDA-MB-231 marcadas con DiL en conjunto con el péptido de interés en
embriones transgénicos de pez cebra (Figura 13). Embriones de dos dias de edad
se inyectaron en el espacio perivitelino y fueron incubados posteriormente durante
3 dias a 28°C en presencia de PTU al 30 pg/mL para prevenir el desarrollo de
pigmentacion.

Figura 13. Fotografia de microinyeccién en espacio perivitelino de embriones

de pez cebra. Embriones de pez cebra anestesiados y colocados sobre un molde de agarosa
para la realizacion del xenoinjerto con células de cancer de mama.

Después de 3 dias de incubacion, los embriones fueron fotografiados utilizando un
microscopio de fluorescencia y se cont6é el numero de células que migraron a la
cola del pez. Los resultados mostraron que no hay una diferencia significativa en
la migracion de las células T47D, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 inyectadas con 1
pg/mL de Vs30 con respecto a los grupos control (Figura 14). Por lo cual se
sugiere que Vs30 a 1 pg/mL no afecta la actividad metastasica de las células
cancerosas.

Sin embargo, los resultados con sVs30 muestran una disminucion en la
diseminacion celular de las lineas T47D (p= .0010) y MDA-MB-468 (p =.0198) en
concentraciones de 10 pg/mL y no muestran un efecto estadisticamente
significativo en con la linea celular MDA-MB-231 en ninguna de las dos
concentraciones de sVs30 (Figura 15).

Estos resultados sugieren que la sVs30 tiene un efecto inhibitorio en la actividad
metastasica de las lineas celulares T47D y MDA-MB-468 pero no en MDA-MB-
231.
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Figura 14. Diseminacién de las células T47D, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 en

presencia de Vs30

Fotografia de microscopia de fluorescencia de embriones de pez cebra transgénicos micro
inyectados con células A) T47D, B) MDA-MB 468 y C) MDA-MB-231 con vs30 marcadas con DiL.
Representaciones graficas del nimero de células que migraron a la cola de los embriones.
BV=vasos sanguineos, las flechas muestran las células diseminadas. Los datos se muestran como
media £+ SEM y analisis estadistico con Student t test de dos colas, no se obtuvo ningin cambio
significativo entre grupos.
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Figura 15. Diseminacion de las células T47D, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 en

presencia de sVs30

Fotografia de microscopia de fluorescencia de embriones de pez cebra transgénicos
microinyectados con células A) T47D, B) MDA-MB 468 y C) MDA-MB-231 con 1 ng/mL y 10 pg/mL
de sVs30 marcadas con DiL. 1,4,7) Grupos control. 2,3,56,8,9) Células + sVs30.
Representaciones graficas del nimero de células que migraron a la cola de los embriones.
BV=vasos sanguineos, las flechas muestran las células diseminadas. Los datos se muestran como
media + SEM y analisis estadistico con Student t test de dos colas, *p < 0.05y ** p < 0.01.
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Evaluacion in vivo de Ila actividad anti-metastasica de
angiogeninay angiostatina en pez cebra

Debido a que el péptido anti-angiogénico angiostatina y el péptido angiogénico
angiogenina son dos moduladores de la angiogénesis tumoral ampliamente
estudiados in vitro e in vivo se incluyeron en este estudio como control negativo y
positivo respectivamente. Cabe mencionar que el efecto de estos péptidos en el
desarrollo de metastasis y en la modulacién del proceso angiogénico en cancer no
ha sido reportado previamente en el modelo de pez cebra.

En el ensayo de T47D la angiostatina y angiogenina tuvieron un efecto inhibitorio
en la migracion de las células. Las células MDA-MB-468 fueron susceptibles a
ambos tratamientos y los resultados indican una mayor migracion con respecto al
control con 1 pg/mL de angiogenina y significativamente menor la migracion de las
células con 1 pg/mL de angiostatina. Las células MDA-MB-231 no fueron
susceptibles a estos tratamientos y no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la diseminacion de las células (Figura 16).
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Figura 16. Diseminacion de las células a) T47D, b) MDA-MB-468 y c) MDA-

MB-231 en presencia de 1 ug/mL de angiostatinay angiogenina
BV=vasos sanguineos, las flechas muestran las células diseminadas. Los datos se muestran como
media + SEM y andlisis estadistico con Student t test de dos colas, * p < 0.05y ** p < 0.01.
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Analisis de la angiogénesis tumoral en pez cebra

Debido a que las células MDA-MB-231 y MDA-MB-468 cuentan con una
capacidad metastasica y angiogénica equiparable entre ellas y mayor en
comparacion con las células T47D, estas células son un modelo ideal para evaluar
la actividad antiangiogénica de los péptidos Vs30 y sVs30 in vivo en embriones de
pez cebra. En este trabajo se decidio utilizar las células MDA-MB-231 para este
fin. Las células MDA-MB-231 per se diseminan facilmente en los embriones de
pez cebra por lo que la formacién del tumor primario en el sitio de inyeccion es
muy variable y en ocasiones no distinguible. Para poder evaluar la capacidad
antiangiogénica de los péptidos es necesario obtener tumores primarios
contenidos y bien definidos, de esta manera los factores angiogénicos que son
secretados por las células cancerosas se concentran en un solo lugar. Para
superar este obstaculo se incluyod el uso de matrigel en las microinyecciones.

Para conocer a qué concentracion de matrigel se obtienen tumores primarios
definidos se probaron concentraciones de 0, 10, 25 y 50%. La figura 17 muestra
que, en comparaciobn con las concentraciones de 0, 10 y 25%, a una
concentracion de 50% de matrigel se mantiene una estructura mejor definida del
tumor primario y de los vasos sanguineos intratumorales. Debido a esto, se utilizé
una concentracion de 50% de matrigel para los experimentos posteriores con los
péptidos recombinantes.

La figura 18 muestra el efecto inhibitorio de la angiogénesis tumoral de Vs30 a 1
ug/mL mientras que la sVs30 inhibi6 la formacion de vasos sanguineos
intratumorales a una concentracion de 10 pg/mL (Figura 19).

La figura 20 muestra que la angiostatina y angiogenina no tuvieron un efecto
estadisticamente significativo con respecto al control a 1 pg/mL, sin embargo, se
observa una tendencia de incremento en la angiogénesis tumoral con angiogenina
lo cual corresponde a lo reportado en la literatura.
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BV/MDA-MB-231

Figura 17.Evaluacion de la formacion del tumor primario en presencia de
matrigel

Células MDA-MB-231 fueron inyectadas en presencia de (a) 0%, (b) 10%, (c) 25% y (d) 50% de
matrigel en embriones de pez cebra transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente en
las células endoteliales. Se observa que a una concentracion de 50% matrigel se obtuvo una
formacién del tumor primario mejor definido. BV=vasos sanguineos
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Figura 18. Analisis de angiogénesis tumoral con 1 ug/mL de Vs30

Andlisis por microscopia confocal de la angiogénesis tumoral en pez cebra. Células MDA-MB-231
se inyectaron en embriones de pez cebra transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente
en las células endoteliales en presencia de 1 pg/mL de Vs30 y 50% matrigel. A) Grupo control, B)
Grupo con 1 pg/mL de sVs30. BV=vasos sanguineos. Los datos se muestran como media + SEM y
andlisis estadistico con Student t test de dos colas, * p < 0.05.

37



Control lpg/mL 10pg/mL

BV

—
Q
o0
=
<
la
=
>
0
= | |
S
P 1
8 20-
[
(D)
(@))
(@]
ks))
[
© 10-
S
-
)
|_
0 |
AN
& & &
SIS
D S
A% 20
S %4%

Figura 19. Andlisis de angiogénesis tumoral con 1y 10 ug/mL de sVs30

Analisis por microscopia confocal de la angiogénesis tumoral en pez cebra. Células MDA-MB-231
gue expresan la proteina verde fluorescente se inyectaron en embriones de pez cebra transgénicos
gue expresan la proteina verde fluorescente en las células endoteliales en presencia de b) 1 pg/mL
de sVs30 y C) 10 pg/mL de sVs30 y 50% de matrigel. BV=vasos sanguineos. Los datos se
muestran como media + SEM y andlisis estadistico con Student t test de dos colas, ** p < 0.01.
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Figura 20. Analisis de angiogénesis tumoral con 1 pg/mL de angiostatina y
angiogenina

Andlisis por microscopia confocal de la angiogénesis tumoral en pez cebra. Células MDA-MB-231
se inyectaron en embriones de pez cebra transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente
en las células endoteliales en presencia de b) 1 pg/mL de angiogenina y C) 1 upg/mL de
angiostatina. Los datos se muestran como media + SEM y analisis estadistico con Student t test de
dos colas, no se obtuvo ningln cambio significativo entre grupos.
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Discusion

La expresion constitutiva e inducida de proteinas recombinantes requiere
diferentes condiciones para su operacion y grados de produccion (Anane, 2016).
El vector de expresion inducible pGap cuenta con el promotor de la alcohol
oxidasa (AOX) el cual es inducido por metanol y reprimido en presencia de
glucosa o glicerol. En el caso del vector de expresion constitutiva pGAPaA cuenta
con un promotor del gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAP), enzima
presente en la via de la glucolisis. Previamente en nuestro grupo se disefiaron las
construcciones de los plasmidos de expresion constitutiva e inducible de Osiris.
Con la idea de comparar ambos sistemas de expresion se procedio a obtener la
cepa de Pichia que expresara la proteina de fusion de manera constitutiva. Se
sabe que las proteinas recombinantes producidas en P. pastoris pueden tener
modificaciones postraduccionales. P. pastoris realiza tipicamente la N-glicosilacion
en la secuencia N-X-S/T (Asparagina-cualquier aminoacido-serina/treonina)
(Hirose, Kameyama and Ohi, 2002). En humano, se ha detectado una version
glicosilada de la prolactina de 25 kDa en hipdfisis, plasma y liquido amniético por
lo que el uso de P.pastoris como sistema de expresion ayuda a generar proteinas
con un patron de glicosilacion similar a las proteinas nativas (Sinha, 1992). En un
trabajo realizado en el 2018 en nuestro grupo de trabajo, se expresd en P.
pastoris? la proteina de fusion Osiris por medio del sistema inducible con metanol
durante 72 horas con lo cual se identificaron bandas a 20 kDa; en este trabajo los
ensayos de expresién de ambos sistemas mostraron una banda constante a 40
kDa lo cual no concuerda con lo obtenido en el trabajo antes mencionado, sin
embargo, es necesario revelar con experimentos posteriores si esta proteina de
fusién obtenida es una version glicosilada de Osiris.

Las lineas celulares T47D, MDA-MB-468 y MDA-MB-231 derivadas de cancer de
mama son ampliamente utilizadas para la investigacion sobre posibles
tratamientos contra esta enfermedad. Se ha reportado que Vs30 inhibe la
angiogénesis in vitro e in vivo mediante el bloqueo de la proliferacién y migracion
de células endoteliales (Yao, Pike and Tosato, 2002). Su efecto en células de
cancer de mama, sin embargo, hasta el momento no se reportado. Nuestros
resultados mostraron que la sVs30 no afectd la proliferacion de las células
cancerosas analizadas hasta una concentracion de 1000 ng/mL. Un estudio
publicado por Pike et al. 1998 muestra que la vasostatina cuenta con un efecto
directo y especifico sobre la proliferacion de células endoteliales, sin embargo,
presenta un efecto minimo sobre la proliferacion de otras lineas celulares, entre
ellas la MDA-MB-468, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este
trabajo (Pike et al., 1998).
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Se ha reportado que la diseminacion celular fuera del tumor primario puede ocurrir
a etapas tempranas del crecimiento tumoral, incluso cuando el tumor primario no
ha sido detectado (Klein, 2009)ademas se ha observado un comportamiento pro- o
anti-tumoral de diferentes moléculas dependiendo del estadio del crecimiento
tumoral (Bergers and Benjamin, 2003). A diferencia del modelo de cancer en pez
cebra, el modelo de cancer murino no permite analizar eventos tempranos de la
diseminacién celular. Debido a la transparencia de los embriones de pez cebra, a
la gran variedad de cepas transgénicas y a que se inyecta poca cantidad de
células tumorales marcadas con colorantes fluorescentes (100-200
células/embrion) esto hace al pez cebra un modelo ideal para el estudio del
proceso metastasico a etapas tempranas del desarrollo tumoral y el estudio del
proceso angiogénico que contribuye en gran medida a la diseminacion celular.
Diferentes estudios han demostrado que Vs30 ha sido efectiva en modelos
murinos con ningun efecto secundario (Peng et al.,, 2014). La aplicacion
intramuscular de DNA plasmidico que codifica para vasostatina produce inhibicién
sistemética de la angiogénesis y el crecimiento tumoral en modelos murinos (Xiao
et al., 2002), sin embargo, los efectos de Vs30 no han sido probados en ensayos
de diseminacion celular temprana y angiogénesis tumoral en el modelo de pez
cebra.

En este trabajo se utilizé la cepa Tg (flil: EGFP)Y! de pez cebra que expresa la
proteina verde fluorescente mejorada (EGFP) bajo el control del promotor flil que
pertenece a la familia del factor de transcripcion ETS (E-twenty six) que es crucial
para el desarrollo vascular (Liu, 2008). La sefial de EGFP de los embriones Tg(flil:
EGFP)¥! corresponde al patrén de expresion de la proteina endégena flil (Lawson
and Weinstein, 2002) lo que facilité poder observar los efectos de Vs30 en la
angiogénesis tumoral y la metastasis de células de cancer de mama. Actualmente
no existen reportes de un efecto de inhibicidon en la metastasis de T47D, MDA-MB-
468 y MDA-MB-231 con Vs30 en este modelo.

Los resultados con Vs30 mostraron que no hubo un efecto en la diseminacion
celular a una concentracion de 1 pg/mL, sin embargo, si hubo una disminucién con
sVs30 en las lineas T47D a 10 pg/mL y MDA-MB-468 a 1 y 10 pg/mL,
respectivamente. Las células MDA-MB-231 no fueron susceptibles a ninguno de
los tratamientos probados, la linea celular MDA-MB-231 es proveniente de un
cancer de mama triple negativo el cual es un tipo agresivo con opciones limitadas
de tratamiento, tienen un crecimiento rapido en cultivos y a diferencia de las lineas
células MDA-MB-468 y T47D la linea MDA-MB-231 es de regulacién autdcrina, es
decir expresan los factores de crecimiento que ellas mismas necesitan (Cailleau et
al., 1974) lo cual puede haber inhibido el efecto de Vs30 y sVs30 sobre la
diseminacion de éstas células.
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En cuanto a la angiogénesis tumoral, Vs30 inhibi6 la formacion de vasos
intratumorales a 1 pg/mL mas no en la diseminacion de las células MDA-MB-231.
Se ha reportado previamente un efecto denominado “normalizacion de la
vasculatura” con diferentes tratamientos antiangiogénicos en modelos
experimentales, por ejemplo, con bevacizumab, lo cual conlleva a una mejor
penetracion y distribucion de sustancias quimioterapéuticas dentro del tumor
contribuyendo de esta manera al efecto antitumoral de la sustancia
antiangiogénica (Goel et al., 2011). El hecho de que Vs30 no afecte la proliferacion
ni diseminacion de las células MDA-MB-231 pero si la angiogénesis tumoral podria
suponer un posible mecanismo anticanceroso a traves de la normalizacion de la
vasculatura, mismo que tendria que ser analizado y corroborado mediante
experimentos que analicen la permeabilidad vascular y eficacia de
guimioterapéuticos en presencia y ausencia de Vs30. La sVs30 mostré también un
efecto en la inhibicion de la angiogénesis tumoral, pero a una concentracién 10
veces mayor (10 pg/mL) esto se puede deber a que la vasostatina sintética no
tiene las mismas modificaciones postraduccionales que la vasostatina expresa en
P. pastoris por lo que su respuesta bioldgica puede variar con respecto a Vs30.

Se utiliz6 ademas como control dos moléculas cuyo efecto ha sido reportado
previamente, la angiogenina que induce la angiogénesis al activar las células de
los musculos endoteliales y lisos de los vasos y desencadenar una serie de
procesos bioldgicos, que incluyen la migracion celular, la invasién, la proliferacién
y la formacion de estructuras tubulares (Xiangwei Gao and Zhengping Xu, 1994) y
la angiostatina que es uno de los inhibidores naturales de la angiogénesis mejor
conocidos. Si bien la actividad pro-angiogénica de la angiogenina es la
mayormente estudiada, se sabe que la angiogenina también actla sobre las
células cancerosas promoviendo su supervivencia al inhibir la fosforilacion de p53
promoviendo su ubiquitinacién y degradacién lo cual disminuye la apoptosis de las
células cancerosas. Ademas, la angiogenina cuenta con actividad ribonucleolitica,
induce proliferacion y migracion celular, regula el metabolismo de &cidos
nucleicos, promueve la degradacién de la matriz extracelular e induce invasion
celular (Sheng and Xu, 2016). Por otro lado, la angiostatina bloquea algunas
etapas de la angiogénesis como la proliferacion, migracién y diferenciacion de las
células endoteliales y la formacién tubular (Kotulska-Kucharz-2018).

Los resultados de diseminacion celular con angiogenina y angiostatina mostraron
gue: con las células MDA-MB-231 no se observé ningun efecto en la diseminacién
probablemente debido a la alta capacidad invasiva y migratoria de éstas células,
con las células MDA-MB-468 la angiogenina incrementé significativamente la
migracion celular mientras que la angiostatina redujo significativamente la
migracion de las células, con éstas células se obtuvo un comportamiento esperado
por parte de los controles angiogenina y angiostatina. Mientras tanto con las
células T47D tanto angiostatina como  angiogenina  disminuyeron
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significativamente la diseminacion celular. El hecho de que la angiogenina haya
reducido la diseminacion de las células T47D se puede deber a que, a diferencia
de las células subtipo basal MDA-MB-231 y MDA-MB-468, las células T47D son
menos agresivas, son receptor a estrégenos positivas y forman parte del subtipo
luminal A de cancer de mama por lo que se puede presentar un efecto diferente,
ademas de que en el modelo de pez cebra se evalGa la diseminacion celular a
etapas tempranas por lo que la angiogenina podria estar mostrando un efecto anti-
metastasico en este estadio del caAncer como se ha reportado para otras proteinas
pro-tumorales (Lin et al., 2009).

La angiogenina y la angiostatina no mostraron un efecto significativo en la
formacion de vasos sanguineos intratumorales a la misma concentracion de
1pg/mL con Vs30 lo que sugiere que Vs30 cuenta con un efecto mas potente que
la angiostatina en el modelo de pez cebra.

Conclusiones

- La expresion de la proteina de fusion fue mayor a las 24 y 48 horas en la
expresion constitutiva e inducible.

- Es necesario realizar mas experimentos para verificar la identidad de la
proteina.

- La sVs30 en concentraciones de 0.1 a 1000ng/mL no inhibe la proliferacién
de las células de cancer de mama MDA-MB-231, MDA-MB-468 y T47D.

- Los tratamientos con Vs30 y sVs30 no inhiben la diseminacion de las
células MDA-MB-231 en embriones de pez cebra.

- Vs30 no afecta la diseminacién de las células T47D, MDA-MB-468 y MDA-
MB- 231 en embriones de pez cebra.

- El péptido sVs30 disminuye significativamente la diseminacién de las
células MDA-MB-468 y T47D.

- La formacion de vasos intratumorales in vivo disminuye significativamente
con 1 pg/mL de Vs30y 10 pg/mL de sVs30.

- La angiogenina y angiostatina a 1 pg/mL no presentan un efecto
significativo en la inhibicibn de la angiogénesis tumoral ni en la
diseminacién de las células MDA-MB-231, por otro lado, si presentan un
efecto en la diseminacion de las células MDA-MB-468 y T47D.
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