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I. RESUMEN

HISTATINA-1 PROMUEVE LA MIGRACION DE CELULAS ENDOTELIALES MEDIANTE LA
UNION Y ACTIVACION DEL RECEPTOR DE VEGF TIPO 2

La regeneracién de heridas en la cavidad oral es mucho mas eficiente que en la piel, y esta
caracteristica es debida a distintos factores, siendo uno de los méas destacados, la presencia de
saliva. Por su parte, se ha demostrado que la saliva tiene actividad en procesos que participan
en la regeneracién, siendo algunos de los responsables de esta actividad, las histatinas. Las
histatinas son péptidos de bajo peso molecular, expresadas en las glandulas salivales, que
participan en la proteccién del esmalte dental y también destacan en su actividad antimicrobiana.
Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha descrito que uno de estos péptidos, especificamente
histatina-1, tiene una alta actividad regenerativa, induciendo la migracion celular.
Importantemente, se ha evidenciado actividad pro-migratoria de este péptido en distintos tipos
celulares, en especial sobre células endoteliales, donde histatina-1 no sélo induce la migracion
celular, sino ademas favorece procesos como la formacion de tdbulos in vitro y la angiogénesis
in vivo. Estos hallazgos han llevado a proponer a histatina-1 como potencial farmaco para nuevas
terapias; no obstante, aun no se ha descrito la farmacodinamia de esta molécula. Es por esto,
que proponemos a VEGFR-2 como el receptor de histatina-1 en el modelo endotelial. En este
trabajo, identificamos a VEGFR-2 como el receptor de histatina-1 en células endoteliales. La
inhibicién especifica y el silenciamiento de la expresion del receptor VEGFR-2 en células
endoteliales elimina completamente el efecto pro-migratorio de histatina-1, indicando la
participacion del receptor en su actividad. Ensayos de proximity ligation assay (PLA) en células
endoteliales indican un acercamiento espacial entre histatina-1 y VEGFR-2, fortaleciendo la idea
de una union directa entre estas dos moléculas, situacion que fue confirmada a través de ensayos
de inmunoprecipitacién, pulldown con proteinas puras y pinzas O6pticas. Experimentos de
modelamiento y dinAmica molecular indican que la interaccién entre histatina-1 y VEGFR-2 es
similar a la ocurrida entre este receptor y su ligando endégeno, VEGF-A, en donde los residuos
F26, Y30 y Y34 de histatina-1 son analogos a los residuos F17, Y21 y Y25 en VEGF-A.
Especificamente, estos residuos aromaticos en histatina-1 interaccionan con los dominios D2-D3
del receptor, mientras que su mutacion triple por alanina, simulada por dindmica molecular,
debilita la estabilidad de histatina-1 en el dominio de uniéon de VEGFR-2, situacion que es
confirmada en ensayos de pulldown con histatina-1 triple mutante. Ademas, la estimulacion de
células endoteliales con histatina-1 mutada en estos residuos elimina la actividad de migracion y
formacion de tdbulos in vitro. En resumen, nuestros hallazgos permiten describir a un receptor
endotelial para histatina-1, situacion que permitira tener en conocimiento nuevas aplicaciones y
cuidados para los futuros tratamientos en los cuales se vea involucrada este interesante péptido
salival.
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ABSTRACT
HISTATIN-1 PROMOTES ENDOTHELIAL CELL MIGRATION THROUGH BINDING AND
ACTIVATION VEGF RECEPTOR TYPE 2

Wound healing in the oral cavity is much more efficient than in the skin, and this is due to different
factors, including the presence of saliva. Saliva has been shown to promote tissue regeneration
via molecules that include histatins. Histatins are low molecular weight peptides, expressed in the
salivary glands, which participate in enamel protection and that harbor antimicrobial activity.
However, in recent years, it has been described that one of these peptides, specifically histatin-1,
depicts high regenerative activity, inducing cell migration. Histatin-1, which belongs to the histatin
family, is composed of 38 residues and stands out for its high regenerative activity over the other
histatins. Importantly, pro-migratory activity of this peptide has been reported in different cell types,
namely endothelial cells, where histatin-1 not only induces cell migration, but it also promotes
processes, such as tubule formation in vitro and angiogenesis in vivo. These findings led to
propose histatin-1 as a potential drug for new therapies; however, the pharmacodynamics of this
molecule has yet to be described. For this reason, we propose VEGFR-2 as the histatin-1 receptor
in the endothelial model. In this work, we identified VEGFR-2 as the histatin-1 receptor in
endothelial cells. Inhibition and siRNA-mediated targeting of VEGFR-2 in endothelial cells
abrogated histatin-1-dependent cell migration, indicating that this receptor is involved in these
responses. Proximity ligation assay (PLA) in endothelial cells showed spatial proximity between
histatin-1 and VEGFR-2, further supporting the possibility that these proteins undergo direct
binding. This possibility was confirmed by immunoprecipitation, pulldown assays with pure
proteins and optical tweezers. Modeling and molecular dynamics experiments indicate that the
interaction between histatin-1 and VEGFR-2 is similar to that described for this receptor and its
endogenous ligand, VEGF-A, where histatin-1 residues F26, Y30 and Y34 were analogous to
residues F17, Y21 and Y25 in VEGF-A. Specifically, these aromatic residues in histatin-1
interacted with the D2-D3 domains of VEGFR-2, whereas their triple alanine mutation, simulated
by molecular dynamics, weakened the stability of histatin-1 in the VEGFR-2 binding domain, which
was confirmed in pulldown assays with histatin-1 triple mutant. Finally, alanine mutation of these
residues abolished migration and tubule formation activity in endothelial cells. In summary, our
findings allowed us to describe the endothelial receptor for histatin-1, which will permit developing

new applications and approaches to be considered for future treatments involving this peptide.
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[I. INTRODUCCION

REPARACION DE HERIDAS

La reparacion de heridas es un proceso bioldgico que tiene como objetivo
la recuperacion de la funcion y estructura del tejido dafiado. Este proceso esta
gobernado por la regeneracion y reparacion, que ocurre en cuatro fases
parcialmente superpuestas en temporalidad, sea cual sea el tejido: hemostasis,
inflamacion, proliferaciébn y remodelamiento (Figura I). Cada fase involucra
diferentes tipos celulares y moléculas que, de manera altamente coordinadas,
llevan a cabo la reparacién de la herida (Waasdorp et al., 2021). Para que la
reparacion tisular ocurra exitosamente, es critico que estas fases se lleven a cabo
en los tiempos apropiados y sin alteraciones, mientras que cuando una de ellas
es interrumpida, esto puede derivar en patologias como ulceras o fibrosis (Han &
Ceilley, 2017).

FASES DE LA REPARACION DE HERIDAS

La primera fase, conocida como hemostasis, comienza en el preciso
momento en que ocurre la injuria, y su objetivo es impedir la salida de
componentes sanguineos y la entrada de agentes externos al tejido, en un
proceso de sintesis de una capa de fibrina y constriccién vascular (Guo &
DiPietro, 2010). Por otro lado, y simultAneamente, los restos celulares del tejido
dafado, la agregacion de plaquetas y la formacion de la capa de fibrina inducen
la liberacion de factores pro-inflamatorios (citoquinas) y factores de crecimiento,
como TGF-B (factor de crecimiento tumoral beta), PDGF (factor de crecimiento
derivado de plaquetas), y FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), que
tendran protagonismo en las fases subsiguientes (Velnar et al., 2009). Posterior
al inicio de la hemostasis, se inicia la fase inflamatoria, en donde,

principalmente, células epiteliales y fibroblastos inician la produccion y liberacion
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de citoquinas y quimioquinas en el lecho de la herida, debido a la presencia de
estimulos como DAMPs (patrones moleculares asociados a dafio) y PAMPs
(patrones moleculares asociados a patdgenos). Estos factores favorecen la
iniciacion y regulacion de la respuesta inflamatoria, favoreciendo la infiltracion de
células inmunitarias, principalmente monocitos, neutréfilos y macrofagos, donde
estos Ultimos tienen un gran protagonismo, con el objetivo de degradar restos
celulares producto de la herida, fagocitar células apoptoéticas, ademas de
controlar y eliminar agentes patdégenos que hayan podido infiltrarse (Guo &
Dipietro, 2010). Luego de que los macréfagos realizan las actividades
mencionadas, se da inicio a la resolucion de la inflamacion, donde los macréfagos
conllevan un cambio en el perfil de factores y citoquinas liberadas en el sitio de
la herida, permitiendo la predominancia de la fase proliferativa. Esta fase se
superpone en conjunto con la fase inflamatoria, destacando por el aumento en la
tasa proliferativa y migratoria de fibroblastos, células epiteliales y endoteliales,
propiciando las condiciones necesarias para la diferenciacion de células
mesenquimales y la regeneracion del tejido (Waasdorp et al., 2021). Las células
endoteliales y fibroblastos destacan en esta etapa, ya que son las que
principalmente dan apoyo a la formacion de tejido granuloso (Velnar & Gradisnik,
2018). También, esta fase se ve destacada por la sintesis de matriz extracelular,
constituida principalmente por colageno tipo Il (que posteriormente seré
reemplazado por colageno tipo 1), proteglicanos y glicosaminoglicanos. Para que
estos procesos ocurran, es necesario un incremento en el nimero de vasos
sanguineos presentes en la herida, y de este modo, es crucial la liberacion de
factores pro-angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), lo que hace de la angiogénesis un proceso vital para la reparacion, y en
donde las células endoteliales son las encargadas de llevar a cabo esta funcién
(Guo & Dipietro, 2010). Una baja formacién de vasos sanguineos puede derivar
en un proceso inflamatorio prolongado, que eventualmente derive en un retraso

para la maduracion de la matriz extracelular, importante para la fase de
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re-epitelializaciéon/remodelamiento (Martin & Nunan, 2015). Una retraccién en
los capilares formados, seguido de un remodelamiento y contraccion en la zona
de la herida, en conjunto con la migracion y proliferacién de células epiteliales,
son responsables de la reparacion de la barrera epitelial del tejido dafiado y es el
paso clave en esta fase. La coordinacién, tanto de células epiteliales,
endoteliales, fibroblastos y macrofagos, propician el ambiente (presencia de
citoquinas y factores de matriz extracelular) para que la reparacion de la barrera

epitelial finalice con una reparacion de herida sana (Dreifke et al., 2015).

(a) eritrocito (b) (c) tejidF) granuloso (d)

costra : neutrofilo

\ plagueta macréfago fibroblasto \\\ miofibroblasto

fibra de colageno

Hemostasis Inflamacién Proliferacion Remodelamiento

Figura 1. Fases de la reparacion de herida. (a) La hemostasis es la primera fase. En ella, se produce
una vasoconstriccion para reducir el flujo sanguineo y se activa la coagulacion para sellar la herida. (b)
En la fase de inflamacidn, se produce una respuesta inflamatoria para eliminar las células dafiadas y los
microorganismos de la zona de la herida. (c) Durante la fase de proliferacion, se produce la formacion
de nuevo tejido para reemplazar la zona dafada. (d) En la fase de remodelacion, el tejido de la herida
comienza a madurar y fortalecerse. El colageno se reorganiza, lo que le da al tejido una mayor resistencia.
Figura adaptada de Kawasumi et al (2012).

FACTORES QUE AFECTAN LA REPARACION DE HERIDAS.

Como se describio, la reparacion de herida es un proceso muy coordinado
y complejo, por lo que existen multiples factores que pueden alterar alguna de
sus etapas, llevando a una reparacion dafiada. Es posible clasificarlos en dos
grupos de factores, siendo uno de ellos los factores sistémicos, los cuales
involucran la edad, el sexo, nutriciébn, consumo de drogas (como por ejemplo

alcohol y cigarro) y, por otro lado, patologias como la diabetes y la hipertension
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(Guo & DiPietro, 2010; Han & Ceilley, 2017), las que, por lo general, disminuyen
la eficiencia de la reparacion. También se ha demostrado que factores
involucrados en la salud mental, como el estrés, alteran negativamente a la
reparacion (Gouin & Kiecolt-Glaser, 2011). En general, esto se debe a su impacto
en la respuesta del sistema inmune, afectando directamente a la fase inflamatoria
de la reparacion de heridas, en procesos como la infiltracion de células blancas
y secrecion irregular de citoquinas (Godbout & Glaser, 2006). También, estos
factores comparten una disminucién en la migracion de células epiteliales y
endoteliales, lo que también esta asociado a una liberacion irregular en la matriz
extracelular (Godbout & Glaser, 2006). En el caso del sexo y la edad, las
hormonas juegan un papel importante, ya que en su mayoria estan asociados a
procesos genéticos, por lo que la expresion de factores pro-inflamatorios, y
secrecion de matriz son la principal explicacion de la mala reparacion (Guo &
DiPietro, 2010).

Por otro lado, el segundo grupo de factores asociados a una reparacion
de herida deficiente son los factores locales, como las infecciones y la
oxigenacion en la zona de la herida (DiPietro, 2016). En piel o cavidad oral, es
frecuente la presencia de microorganismos en heridas de estos tejidos, debido a
la existencia de la microbiota. Si la remocion de los microorganismos no ocurre
de manera correcta, las bacterias y endotoxinas pueden llevar a una prolongacion
de la fase inflamatoria, ya que estos aumentan citoquinas pro-inflamatorias como
interleuquina-1 y TNF-a (Menke et al., 2007). El proceso de inflamacién crénica
impide que la reparacion de herida sea efectiva, llevando a un aumento de
metaloproteasas de matriz, que degradan la matriz extracelular sintetizada en la
fase regenerativa, la misma presencia de estas proteasas, disminuye la
presencia de factores de crecimiento, necesarios para avanzar en la reparacion.
(Han & Ceilley, 2017a). Otro factor local es la oxigenacion del ambiente, puesto
gue el oxigeno es un componente primordial para todo tipo de actividad

metabdlica y, en heridas donde la oxigenacion no es la correcta, la reparacion se
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ve afectada. Especificamente, la hipoxia (disminucion en la presion de oxigeno)
gatilla la activacion de factores como HIF (de la sigla en inglés hypoxia inducible
factor), que favorecen la migracion de células y también el proceso de
angiogénesis a traveés de la induccién de distintos factores como PDGF, TGF-f y
VEGF. Sin embargo, cuando el estado de hipoxia es crénico, retrasa la
reparacion, permitiendo que los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
incrementen, causando dafio en el tejido (Castilla et al., 2012).

Chronic wound

- Fibroblast sen

- Impaired angiog
« Fibrin cuffs
« Elevated MMPs

Key

Fibrin cuff ~ Collagen/fibroblast Bacteria Immune cells

DR < 7T =

metallo-
Epidermis Biofilm Blood vessels Dermis proteases

Figura 2. Biologia de la herida crénica. Las heridas cronicas pueden incluir la presencia de una
epidermis hiperproliferativa, que es un crecimiento excesivo de células en la capa méas externa de la piel,
y la senescencia de los fibroblastos. Una inflamacién persistente puede desarrollarse debido a una
angiogénesis desregulada. Y, por altimo, la liberacion de MMPs también contribuye al establecimiento
de la herida crdnica. Adaptada de Martin P. et al. (2015).
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Cualquier tipo de desregulacion en las fases de la reparacion pueden
alterar la buena resolucién, derivando en lesiones de fase aguda y que
posteriormente, si no son reguladas a tiempo 0 no se someten a tratamiento,
derivan a un estadio crénico. Estas desregulaciones se pueden clasificar
principalmente en dos grandes grupos, las ulcerativas (crénicas), y las de
generacion excesiva de tejido cicatrizante (queloides o hipertréficas). Las Ulceras
son lesiones a nivel epitelial en donde no ha podido concretarse el cierre total de
la herida, son caracterizadas por tener un alto nivel inflamatorio e irrigacion
excesiva (Pereira & Bartolo, 2016). Por otro lado, las heridas de tejido cicatrizante
excesivo generan el estado de fibrosis, el cual es un exceso de tejido conectivo
en la herida que ocurre como consecuencia del proceso reparativo, provocando
la pérdida de la estructura y funcién del tejido. Entre ellas, destacan las cicatrices
hipertréficas y los queloides, que son caracterizadas por la alta presencia de

colageno y fibrina (Han & Ceilley, 2017).

Como bien se describiod, la fase inflamatoria, en conjunto con la formacion
de vasos sanguineos (angiogénesis), son cruciales, y cualquier desregulacion en
alguna de ellas puede derivar en lesiones, que, para muchas de las cuales, no
hay terapia eficaz actualmente. Un factor relevante a nivel celular en estas fases
es la migracién. Sin que ésta ocurra, es imposible la llegada de las células
inmunes a la zona de la injuria, o la extensién de vasos sanguineos para su
oxigenacion (Li et al., 2013). Por lo tanto, cualquier alteracién en la sefializaciéon
gue altere este mecanismo, se vera reflejada en una respuesta mermada de la

reparacion de herida.
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Figura 3. Biologia de la fibrosis. En una cicatriz hipertréfica, las células conocidas como fibroblastos
producen excesivamente colageno en el area de la lesion. Ademas, la produccién de otros componentes
extracelulares, como las proteinas de la matriz extracelular (ECM), puede verse alterada, lo que contribuye
a la formacion de una cicatriz anormal. En el caso de una cicatriz queloidal, la produccion de colageno
también es excesiva, pero la distribucion del colageno en la piel es diferente a la de la cicatriz hipertréfica.
En la cicatriz queloidal, el colageno se acumula en un patron desordenado, lo que resulta en una cicatriz
gruesa que se extiende mas alla del area original de la lesion. Extraida de Martin P, et al. (2015).

MIGRACION CELULAR EN LA REPARACION DE HERIDA.

La migracion celular es un proceso altamente complejo, requerido en una
gran variedad de eventos fisioldgicos, como desarrollo embrionario, la respuesta
inmune o en la reparacion de tejidos (Waasdorp et al., 2021). Conceptualmente,
se ha definido al proceso de migracion celular como una secuencia repetitiva de
etapas, comenzando con la polarizacion de la célula, lo que favorece la extensién
de protrusiones en la direccion del movimiento de la migracion y por otro lado el
remodelamiento del citoesqueleto de actina, asi como el ensamble vy
desensamble de adhesiones celulares (Trepat et al., 2012). En el contexto de la
reparacion de heridas, el proceso de migracion celular esta presente en todas las
fases. Por ejemplo, en la hemostasis se tiene la constriccion vascular, en la fase
inflamatoria se observa la llegada de células inmunitarias, mientras que en las
fases proliferativa y de remodelamiento, se tiene la llegada de células

mesenquimales, ademas de la propia migracion de las células endoteliales,
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evento que es fundamental para la formacién de nuevos vasos (angiogénesis) y
la consecuente restauracién en los niveles de oxigeno y nutrientes en la zona de
injuria (Waasdorp et al., 2021). El proceso de migracion en el contexto endotelial
es llevado a cabo por factores liberados en el sitio de la herida por fibroblastos,
macrofagos e incluso por las mismas células endoteliales (Li et al., 2013). Uno
de los factores mas importantes en la induccion de la migracion celular endotelial
y la angiogénesis es VEGF-A (del inglés vascular endothelial growth factor A)
(Abhinand et al., 2016), ligando endogeno del receptor clasico de células
endoteliales, VEGFR (del inglés vascular endothelial growth factor receptor)
(Velnar & Gradisnik, 2018). Se ha demostrado que la potencia de la migracion de
una célula puede tener un componente genético. Evidencias indican como la
capacidad migratoria de los queratinocitos orales es mucho mas alta que la de
gueratinocitos en la piel (Turabelidze et al., 2014). Esto hace que la reparacion
de herida en la cavidad oral sea mucho mas eficaz, demostrando la importancia

de la migracién celular en los distintos contextos y tipos celulares de este tejido.

REPARACION DE HERIDA EN LA CAVIDAD ORAL

La reparacion de herida, como se describié anteriormente, es un proceso
complejo que requiere de puntos criticos de actividad coordinada para que ocurra
eficazmente. Sin embargo, la estructura, organizacién y genética de cada tejido
es distinta, haciendo que los tiempos e intensidad de respuesta a una injuria,
sean distintos. Por un lado, en piel, la reparacién puede tardar 21 dias, e incluso
meses en su remodelamiento, mientras que en mucosa oral estos procesos son
mucho mas rapidos y con una eficaz resolucion (Waasdorp et al., 2021). Estas
diferencias son atribuibles, en general, a dos factores; por un lado, la propia
arquitectura del tejido (o factores intrinsecos), y, por otro lado, el ambiente,
determinado por la presencia de microorganismos y la saliva (factores

extrinsecos) (Brand et al., 2014).
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Respecto a las diferentes fases de la reparacion de heridas, en primer lugar, se
tiene que para la hemostasis no hay evidencia clara que demuestre si hay
diferencias directas en los tiempos de cierre o la activacion de plaquetas
(Waasdorp et al., 2021). En la fase inflamatoria, se ha evidenciado que existe
una mayor presencia de células blancas residentes alrededor de la herida en la
cavidad oral en referencia a la piel, lo anterior debido a una mejor extravasacion
y la migracion de células inflamatorias. Por su parte, en la fase proliferativa,
procesos importantes como la proliferacion y migracion de células endoteliales y
de fibroblastos ocurre con diferencias importantes, destacando la formacion de
vasos sanguineos exacerbada y prolongada en piel, mientras que en mucosa oral
esta formacion es espaciotemporalmente coordinada (Chen et al., 2010;
Waasdorp et al., 2021). De hecho, se ha propuesto que una mayor persistencia
en la irrigacion de la herida puede conllevar a un periodo extendido de la
inflamacioén, derivando asi en formacion de lesiones hipertroficas (Han & Ceilley,
2017).

En cuanto a los factores ambientales, la presencia de saliva ha tomado
gran protagonismo en los estudios para comprender el agil proceso de reparaciéon
gue ocurre en la cavidad oral (Brand et al., 2014; Carpenter, 2013; Lorgulescu,
2009). Este fluido, proveniente de las glandulas salivales, esta compuesto en un
99% por agua, mientras que el 1% restante esta constituido por otros factores,
como citoquinas, factores de crecimiento, y proteinas en general (Lorgulescu,
2009). Este fluido bioldgico cumple funciones como favorecer la digestion,
lubricacién de tejidos orales, capacidad tamponante, accion antimicrobiana,
mantenimiento de la integridad de la mucosa y limpieza (Carpenter, 2013).
Ademas de estas propiedades, la saliva tiene la capacidad de estimular la
migracion en distintos tipos celulares, como queratinocitos y células endoteliales,
segun modelos in vitro de células en cultivo (Oudhoff et al., 2008; Torres, Diaz,
et al., 2017), favoreciendo la re-epitelializacion y angiogénesis en lesiones de la

cavidad oral. En la busqueda e identificacion de componentes salivales que dan
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cuenta de estos efectos, se determin6é que la presencia de un conjunto de
proteinas de bajo peso molecular, conocidas como histatinas, tienen una
potente actividad pro-migratoria y reparativa (Oudhoff et al., 2008),
atribuyendo muchas de estas propiedades de la saliva a la presencia de estos

péptidos.

HISTATINAS

Las histatinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular,
descritos como péptidos ricos en histidinas (Pedro Torres et al.,, 2017),
expresadas Unicamente en primates superiores por las células glandulares y
liberados en la saliva. Existen mas de 12 variantes descritas, dentro de ellas,
histatina-1, histatina-3 e histatina-5 son las que en mayor abundancia se
encuentran en la saliva (Dijk et al., 2018). Estos péptidos derivan Unicamente
desde 2 genes conocidos como HTN1 y HTN2 los que expresan histatina-1 e
histatina-3, respectivamente. La protedlisis de estos péptidos deriva en las demas
variantes, donde histatina-2 deriva de histatina-1, e histatina-5 deriva de histatina-
3 (Dijk et al., 2018). Una de las primeras actividades descritas para estos
péptidos, fue su capacidad antimicrobiana y antimicotica, ademas de su actividad
protectora del esmalte dental, donde histatina-5 destaca en los efectos
mencionados (Torres et al.,, 2018; Woong Sik Jang, 2011). Por otro lado,
histatina-1 e histatina-2 tienen relevancia en el favorecimiento de la migracion y
adhesion celular (Oudhoff et al., 2008). Histatina-1 e histatina-2 son péptidos
responsables de la actividad pro-reparativa de la saliva, asi lo indican
experimentos in vitro donde componentes de la saliva son identificados y
analizados en el ensayo de cierre de herida, donde Unicamente histatina-1y 2
favorecen el cierre de herida en células epiteliales, y que este efecto es estéreo-
especifico (Dijk et al., 2018). Evidencia con ensayos similares, han demostrado

gue también histatina-1 favorece la migracion de queratinocitos orales (Oudhoff
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et al., 2008) y de piel (Oudhoff et al., 2009), células 6seas (Sun et al., 2020) y
células endoteliales (Torres, Diaz, et al., 2017). Debido a su amplio espectro de
tipos celulares en los que puede ejercer su efecto, han surgido muchas
investigaciones con foco en el desarrollo de histatina-1 como posible terapia para
patologias con una reparacion de herida desregulada (Torres, et al., 2018). Para
ello, es imprescindible la descripcion de la farmacodinamia de esta
molécula; sin embargo, existen pocos estudios referentes a esto. En células
epiteliales, se ha reportado que el inhibidor de MEK1/2, U0126 (usado
indirectamente para evitar la activacion de ERK1/2), fue capaz de inhibir el efecto
en el cierre de herida inducido por histatina-2 (derivado de histatina-1), sin
embargo, la inhibicibn de p38 y EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) no mostraron ningun cambio en la actividad (Oudhoff et al., 2008).
En queratinocitos de piel humano, también se evidencid6 que ERK1/2 esta
involucrado y que el efecto pro-reparativo de histatina-2 esta relacionado con un
receptor acoplado a proteina G (GPCR), debido al uso de toxina pertussis (PTx,
inhibidor especifico de sefalizacion gatillada por GPCR) (Oudhoff et al., 2009).
Por otro lado, en células osteogénicas, p38 y ERK1/2 participan del mecanismo
por el cual histatina-1 induce la adhesion celular, pero, a diferencia de como
ocurre en queratinocitos, PTx no es capaz de evitar el efecto (Sun et al., 2020).
Interesantemente, en células endoteliales, se ha descrito que histatina-1 es
capaz de inducir migracion y adhesiéon celular, vinculado a un aumento en la
actividad de rab5 (proteina involucrada en la dinAmica de endosomas tempranos)
y en la fosforilacion de ERK 1/2 (Torres, Diaz, et al., 2017). Adicionalmente,
histatina-1 es capaz de promover la morfogénesis vascular in vitro (también
llamado tubulogénesis in vitro) y angiogénesis in vivo (Cao et al., 2022; Torres,
Diaz, et al., 2017). A pesar de que existe evidencia que intenta describir la
via de sefalizacion por la cual histatina-1 actla, pareciera ser que ésta
difiere, dependiendo del modelo celular al que se estudia, y hasta la fecha

no se haidentificado un receptor asociado a células endoteliales.
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H2
Histatin 1 DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN

e HS 16
Histatin 3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHR.. .. .G.YRSNYLYDN
H7H8

Histatin 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Figura 4. Secuencia aminoacidica de histatinas. Secuencia de histatina-1, -3y -5 alineadas, indicando
el corte proteolitico que da origen a algunas de otras histatinas relevantes (por ejemplo, H2, haciendo
referencia a histatina-2) Adaptado de Woong Sik Jang (2011)

Referente a los efectos que tiene histatina-1 en células endoteliales, llama
la atencion la cantidad de estudios que han surgido en modelos in vivo,
atribuyendo el potencial regenerativo de histatina-1 principalmente a su actividad
pro-angiogénica (Castro et al., 2019; Torres, Diaz, et al., 2017; Torres et al., 2018;
Zhu et al., 2022). No obstante, es intrigante el hecho de que, a pesar de que se
ha descrito el modo de accion de esta molécula (a nivel de lainduccion de
laangiogénesis), poco y nada se sabe respecto de su mecanismo de accién
en células endoteliales, exceptuando la observacion puntual realizada por
nuestro grupo, en la cual se sugiere la participacion del receptor VEGFR-2

(datos no mostrados en Torres, et al., 2017).

CELULAS ENDOTELIALES Y ANGIOGENESIS

Las células endoteliales son las encargadas de dar estructura, forma y
funcién a los vasos sanguineos, donde son participes de la tanica intima de los
vasos, estando en contacto directo con la sangre, formando el endotelio. Actian
como principal regulador del trafico celular y molecular desde la sangre hasta el
interior de los tejidos. En el contexto reparativo, las células endoteliales
desempeiian un rol critico en este proceso y, particularmente, en conjunto con
los trombocitos, las células endoteliales participan del proceso de la hemostasis,
en la coagulacion y la fibrindlisis (Velnar & Gradisnik, 2018). Sin embargo, el
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papel protagdnico de estas células es en la fase proliferativa, especificamente en
el proceso de angiogénesis, dado que el consumo de oxigeno y nutrientes es vital
para llevar a cabo esta fase, la cual requiere de uso de un nivel energético
considerable para los procesos de reepitelializaciéon y formacion de la matriz
extracelular (Velnar & Gradisnik, 2018). Sin las células endoteliales, esto no
podria ocurrir y, por lo tanto, factores pro-angiogénicos, como FGF, PDGF
(platelet-derived growth factor), ANG (angiogenin) y VEGF son cruciales, puesto
gue permiten, tanto la proliferacién, como la migracion de células endoteliales,
favoreciendo la formacion de nuevos vasos para distribuir los componentes
necesarios a las otras células participes de la reparacion de herida (Abhinand et
al., 2016; Tahergorabi & Khazaei, 2012). En este contexto, destaca el papel que
cumple el factor angiogénico VEGF-A, dado que es crucial en la induccién de la
migracion y proliferacion en las células endoteliales, donde este factor actia via

activacion de su receptor, VEGFR.

RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR Y
VEGF

VEGF, es una glicoproteina que se encuentra homodimerizada en su
naturaleza. Esta proteina tiene 5 isoformas que se diferencian en el largo de su
cadena aminoacidica (121, 145, 165, 189 y 206 aminoéacidos), que comunmente
son conocidas como VEGF-A (165), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y factor de
crecimiento placentario (PIGF); donde VEGF-A (165) es la isoforma mas
estudiada en comparacion a las otras (Bao et al., 2010). También existen
evidencias de la liberacion de otros factores homoélogos como VEGF-E, que son
codificados por virus (Meyer et al., 1999). En el contexto de la reparacion de
herida, este factor es liberado, tanto por células endoteliales, como por
fibroblastos, células musculares, plaquetas, macrofagos y neutréfilos (Abhinand
etal., 2016; Bao et al., 2010; Wang et al., 2020). Su receptor, VEGFR, se expresa
en células endoteliales, el cual presenta 3 isoformas descritas, VEGFR-1(flt-1),
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VEGFR-2(KDR) y VEGFR-3 (Simons et al., 2016). Son receptores
transmembrana con actividad tirosina quinasa intrinseca, los cuales se
encuentran hetero- u homodimerizados, donde la porcion extracelular del
receptor presenta dominios tipo inmunoglobulina, y su activacion gatilla efectos
vasculares (VEGFR-1) y pro-angiogénicos (VEGFR-2 y VEGFR-3) (Bao et al.,
2010). Cada isoforma de VEGF tiene afinidades distintas para cada receptor
(Figura 5). Sin embargo, el principal y mas estudiado es VEGFR-2 y su union a
VEGF-A (Abhinand et al., 2016).

]
1l
PIGF VEGE-A VEGF:C

VEGF
receptor
family

| |
NP1/2 NP1/2

VEGFR1 VEGFR2 VEGFR3
Vascular and Angiogenesis : =
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nonvascular Vascular
functions permeability YNPASnag

Figura 5. Isoformas de VEGF y VEGFR. Representacion del receptor VEGFR, donde se muestran sus tres
isoformas y sus co-receptores, neuropilina (NP). Ademas, se muestran los ligandos endégenos (VEGF)
indicando afinidad de cada uno por las diferentes isoformas. Extraida de Yihai Cao (2009).
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Figura 6. Cristalizacion e interaccién de VEGF-A con VEGFR2. Modelo 3D de la interaccion entre
VEGF-A (sefialado en tri-color rojo-verde-azul) y el dominio D2 de VEGFR-2 (sefialado en plomo).
Extraida de Brozzo et al (2012).

L] - . * = L] * - * = L]
1 APMAEGGGQNHHEVVKEMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIF 47 VEGF-A
11 RRKFHEKHHS-HREFPEYGDYGSMNY--------mmmmmmmmmmcm e eeeee LY 36 Histatin-1

Figura 7. Alineamiento entre histatina-1 y VEGF-A. Por medio de la herramienta BLASTp, se
alinearon las secuencias aminoacidicas de Hstl y VEGF-A. En el recuadro se mencionan los residuos
importantes

La estructura de VEGFR-2 consta de un dominio intracelular, donde se
encuentra su actividad tirosina quinasa, dominio transmembrana, y el dominio
extracelular, formado por 7 dominios tipo inmunoglobulina (Figura 5) (Wang et
al., 2020). Evidencia de ensayos de cristalizacion, describen que VEGF-A se une
al receptor VEGFR-2 por medio de los dominios D2-D3 tipo inmunoglobulina
(Brozzo et al., 2012) (Figura 6). La interaccion entre VEGFR-2 y VEGF-A se
encuentra descrita, con datos de cristalizaciéon, segun Brozzo y cols., indicando
que los residuos F17, Y21y Y25 de VEGF-A interaccionan con los dominios D2-
D3 de VEGFR-2 (Brozzo et al., 2012). Esto es relevante debido a que analisis

previos de alineamiento secuencial aminoacidica, indican que histatina-1
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tiene en su secuencia los mismos residuos en una disposicién anal6gica a
VEGF-A (Figura 7). La activacion por estos residuos en VEGF-A, gatilla el cambio
conformacional en el dimero de VEGFR-2, el cual desencadena la fosforilacion
de residuos tirosina intracelulares, como tirosina 801 [vinculado a la activaciéon
por ligando, (Blanes et al., 2007)]. La fosforilaciébn de determinadas tirosinas
presentes en el receptor VEGFR-2 gatilla efectos especificos en la célula, como
migracion o proliferacién, y estas sefiales pueden ser especificamente inducidas,
dependiendo de la isoforma VEGF que se una al receptor (Sarabipour et al.,
2016). Por ejemplo, se ha asociado la fosforilacion de la tirosina 1175 a
proliferacion, y por otro lado, la fosforilacion de la tirosina 1059 y 1214 a migracion
celular (Abhinand et al., 2016). Por su parte, la cascada de sefalizacién asociada
a la activacién de VEGFR-2 involucra vias como ERK 1/2 y PISK/AKT, donde la

primera esta asociada a proliferacion y la segunda a migracién (Figura 8)
(Dellinger & Brekken, 2011).

. @ Cell survival
@ O a »
@ e Cell permeability g
- N - e
Cell proliferation g,

. MAPKAPK2/3 Cell migration

Figura 8. VEGFR-2, estructura y seifalizacion. Figura representativa de la estructura del receptor
VEGFR-2, junto con las fosforilaciones descritas asociadas a funciones biolégicas favorecidas por la
activacion del receptor. Extraido de Wang et al (2020).
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En conjunto con los antecedentes que la molécula salival histatina-1 es un
potente factor pro-angiogénico (Castro et al., 2019; Torres, Diaz, et al., 2017; Zhu
et al., 2022) y que este fendmeno parece requerir de la presencia de VEGFR-2
(datos no mostrados en Torres, Diaz, et al. 2017, y datos preliminares de
esta tesis), surge la posibilidad de que éste sea el receptor que estaria uniendo
histatina-1. Ante esta interrogante, se plantea este trabajo de tesis, el cual busca
identificar al receptor responsable de la actividad bioldégica de histatina-1 en

células endoteliales.

Resumen de antecedentes
A) Histatina-1 induce la migracion celular y angiogénesis, contribuyendo a la

reparacion de heridas.

B) La migracion celular inducida por histatina-1 involucra vias de sefalizacion

similares a aquellas gatilladas por la activacion de VEGFR-2.

C) Datos preliminares sugieren que la inhibicion farmacolégica de VEGFR-2

previene la migracién celular inducida por histatina-1.

D) El alineamiento entre histatina-1 y VEGF-A indica la presencia de residuos
analdgicos y que podrian estar implicados en una eventual unién de histatina-1
al receptor VEGFR-2.
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ll. HIPOTESIS
“Histatina-1 promueve la migracion de células endoteliales mediante la

union y activacion del receptor de VEGF tipo 2”.

IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Determinar si la migracién celular inducida por histatina-1 depende del receptor
VEGFR-2, uniéndose y activando a este receptor en el modelo celular endotelial
EA.hy 926.

IV.2. Objetivos especificos

1) Determinar si la migracion celular endotelial inducida por histatina-1 es
dependiente de VEGFR-2.

2) Evaluar si histatina-1 induce la fosforilacion de VEGFR-2 en residuos de
tirosina asociados a su activacion por unién de ligando y migracion, y la

consecuente activacion de vias de sefializacién rio abajo.
3) Determinar si existe union entre histatina-1 y VEGFR-2.

4) Evaluar la relevancia de los residuos F26, Y30y Y34 de histatina-1 en la unién

a VEGFR-2 y la migracién celular endotelial.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Histatina-1

Histatina-1 fue obtenida por sintesis quimica (Biomatik, Wilmington, DE, USA).
La secuencia aminoacidica
DpSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN corresponde a
histatina-1 wild type, la que se encuentra fosforilada en el dominio serina 2. La
secuencia SYGYKNpSPLYNHHDRFEDKYGHFEDHFSRRHKREYGHH
corresponde al péptido scramble disefiado a partir de los residuos de histatina-1.
La secuencia DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPAYGDAGSNALYDN
corresponde a la estructura de histatina-1 mutada en los residuos F26, Y30y Y34
(histatina-1F26A/YS0AY34A) | os péptidos fueron sintetizados también con una cola
poli-histidina (hiss). Estas Ultimas, fueron sintetizadas quimicamente en
colaboraciéon con el laboratorio del Dr. Floris J. Bikker (Universidad de

Amsterdam).

V.2. Cultivo celular

Se utilizé la linea celular endotelial humana EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™),
células endoteliales primarias de vena de cordon umbilical humano (HUVEC,
sigla del inglés human umbilical cord vein endothelial cells), y queratinocitos
orales humanos inmortalizados (OKF6/Tert2). Las células EA.hy926 y HUVEC se
cultivaron en medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% v/v
y penicilina/estreptomicina en incubadora a 37°C con 5% de CO:2. Las células
HUVEC requirieron de una pre-incubacion en la placa de 24 pocillos con gelatina
al 5% v/iv en PBS. Las células OKF6/Tert2 se cultivaron con medio de
gueratinocito libre de suero suplementado con extracto pituitaria bovina y rhEGF
(17005042; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US). Para la suspension de
células y posterior utilizacién, se realiz6é una tripsinizacién durante 30 segundos

aproximadamente por placa. Luego de la suspension, el volumen obtenido es
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centrifugado a 1500 rpm durante 5 minutos, el pellet obtenido es re-suspendido
en el medio (acorde al ensayo) y son plaqueadas para la necesidad especificada

en cada ensayo, tanto para transwell, como para extraccion de proteinas.

V.3. Ensayo de migracion en camara de Boyden o Transwell.
Para determinar la migracion celular, se incubaron 50.000 células por camara
(6,5 mm de diametro 8um de tamafio de poro, Transwell Costar), que
previamente fueron pre-cubiertas 24 horas antes con fibronectina 2 pg/mL a 4°C.
Cada camara fue colocada en placas de 24 pocillos con medio DMEM sin
suplemento de suero (550 pL al fondo del pocillo y 100 pL al interior de la
camara). Una vez realizado el ensayo, se fijaron las células con una solucion de
cristal violeta durante 60 minutos, posterior a ello, se procedié a cuantificar por
conteo de campo en microscopio la cantidad de células presentes en la
membrana de la camara.
A) Ensayo de inhibidor ZM323881 vy silenciamiento de VEGFR-2: histatina-1
10 uM y VEGF-A 40 ng/mL (Cat PHC9394, Thermo Fisher Scientific) se
incubaron durante 90 minutos a 37°C. La incubacion del inhibidor
especifico contra VEGFR-2, ZM323881 1 uM (Cat SML1691-5MG, Sigma

Aldrich, Burlington, MA, US), fue de 5 minutos previamente para cada

condicioén.

B) Ensayo histatina-1 y variantes: histatina-1, hiss-histatina-1 e histatina-1

mutante 10 UM se incubaron durante 90 minutos a 37°C.

V.4. Silenciamiento de VEGFR-2

Con el fin de silenciar el receptor VEGFR-2, se utilizo la herramienta de siRNA,
SiVEGFR-2 (sc-29318, Santa Cruz Biotechnologies) y siControl (sc-37007, Santa
Cruz Biotechnologies). Se sembraron 200.000 células EA.hy926 por pocillo en
una placa de 6 pocillos. Luego de 24 horas, se incubaron las células con sus

respectivos siControl y siVEGFR-2, preparados en una solucién final con
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OPTIMEM y iMAX (Lipofectamine™ RNAIMAX Invitrogen™, Thermo Fisher, Cat
13778030), durante 24 horas mas. Posteriormente, se lavaron las células
retirando el medio e incubando nuevamente con DMEM suplementado 10% SFB
durante 24 horas. Pasado este proceso, se utilizaron las células para ensayo de

transwell y extraccion de proteinas.

V.5. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se obtuvo desde un homogenizado de células
correspondiente a cada experimento, utilizando amortiguador de lisis (HEPES 25
mM pH 7,4, NaCl 100 mM, MgCI2 5 mM, NP-40 1%, glicerol 10% y el céctel de
inhibidores ditiotreitol, ortovanadato de sodio, fluoruro de fenilmetilsulfonilo y
fluoruro de sodio). Una vez obtenido el volumen de proteinas en el buffer, este
se homogeniz6 sonicando la muestra para luego centrifugar a 13.000 rpm
durante 8 minutos a 4°C. Posteriormente, se cuantificaron las proteinas de cada
extraccion y se les afiadié buffer de carga denaturante y se calentaron las

muestras por 8 min a 90°C.

V.6. Western Blot

Para analizar los ensayos de inmunoprecipitacion, pulldown y extractos de
proteinas, las muestras obtenidas se sometieron a una electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) en condiciones denaturantes (SDS). Posteriormente las
muestras se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, bloqueadas con
gelatina 5% v/v en 0,1% v/v Tween/TBS durante 2 horas a 4°C. Luego se incub6
durante toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios especificos
correspondientes a cada experimento. Los anticuerpos usados en este trabajo
corresponden a VEGFR-2 (Cat 2479, Cell Signaling Technologies, Danvers, MA,
US), fosfo-Y801-VEGFR-2 (Cat VP2921, ECM Biosciences, Versailles, KY, US),
His6-tag (Cat Ab5000, Abcam, Cambridge, UK), histatina-1 (Cat ab70024,
Abcam; Cat sc-98945, Santa Cruz Biotechnology), integrina 1 (Cat sc-8978,
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Santa Cruz Biotechnology) y PDGFRa (Cat ab124392, Abcam). Una vez
incubadas las membranas con los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados
con 0,1% v/v Tween/TBS de 5 minutos cada uno, y luego las membranas se
incubaron con anticuerpo secundarios conjugados con HRP, con la finalidad de
ser revelados por el sistema EZ-ECL y visualizados en el fotodocumentador
Amersham Imager 600 (GE Healthcare).

V.7. Inmunoprecipitacion

Beads de sefarosa acopladas con proteina A se incubaron con 10 pg de
anticuerpo anti-Hise durante 1 hora a 4°C para ser inmovilizados. Posteriormente
se realiz6 una incubacion con solucién de bloqueo (5% albumina de suero bovino,
BSA, en PBS) durante 1 hora a 4°C, para luego incubar las beads cargadas y
bloqueadas con 50 ug hise-histatina-1 (en solucion 20mM Tris, 150mM NacCl, pH
7,4) por 1 hora a 4°C. Las beads cargadas con hiss-histatina-1 se incubaron con
un extracto de proteinas EA.hy926 (500-1000 pg) en rotador a temperatura
ambiente por 30 minutos. Los experimentos se analizaron por Western blot, como

se describié anteriormente.

V.8. Pulldown

Pulldowns con Fc-VEGFR-2 recombinante. Se utilizaron beads de sefarosa
conjugadas con proteina A, que fueron lavadas con 500 pL de PBS frio y luego
centrifugadas a 800 x g durante 30 segundos a 4°C. Posteriormente, se
resuspendieron en 500 pL de la solucién amortiguador de unién (100mM NacCl;
50mM Tris pH 7.4). Luego, 1 pug de Fc-VEGFR-2 recombinante (dominio
extracelular correspondiente a los residuos 1-764; VEGFR2-Fc; LS-G47161-50,
LSBio, Seattle, USA) se incubaron durante 2 horas a 4°C, junto a las beads.
Luego, las muestras se centrifugaron a 800 x g por 30 segundos a 4°C, para ser
lavadas con 500 pL de amortiguador de unién y luego centrifugadas nuevamente.

Ademas, fue necesario realizar una incubacion con solucién de blogueo
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(amortiguador de unién con 2% de BSA) durante 1 hora en rotacion a 4°C.
Posteriormente se repitio el lavado con amortiguador de unidén para luego ser
incubadas por 2 horas con 10 uM de histatina-1, hise-histatina-1 o scramble en
rotacion a 4°C. Terminada la incubacion, las muestras se centrifugaron y lavaron
como se describié previamente, y se solubilizaron en amortiguador Laemmli para
ser analizadas por Western blot.

Ensayo de binding con beads Ni-NTA [Colaboracion con Dr. Marcelo
Rodriguez]. A diferencia del pulldown anterior, se utilizaron esferas de niquel
cargadas con hise-histatina-1, e incubadas con Fc-VEGFR-2 soluble. Las beads
de agarosa niquel-NTA se incubaron en presencia o en ausencia de hise-
histatina-1 durante 30 minutos. Se realizaron lavados con amortiguador de unién
y centrifugaciones, como se describié en el punto anterior. Luego, las beads se
incubaron con 1 uM de Fc-VEGFR-2 en amortiguador de union, por 1 hora. Luego
se realizaron nuevamente lavados con amortiguador de union. Las beads se
rescataron y trataron con amortiguador de unién-imidazol (25 mM imidazole, 100
mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4) y analizadas por rojo Ponceau y Western blot
(Mateluna et al., 2022).

V.9. Inmunofluorescencia [Colaboracion Dr. Patricio Silva]

Para estos ensayos, posteriormente al tratamiento respectivo, células EA.hy926
fueron lavadas con PBS, fijadas con paraformaldehido 4% (15 minutos,
temperatura ambiente) y permeabilizadas con Triton X-100 al 0,1%.
Posteriormente, las células fueron bloqueadas en BSA al 2% y fueron incubadas
con anticuerpos primarios contra los blancos mencionados en resultados (Figura
6) a 4°C toda la noche. Luego, se incubaron los anticuerpos secundarios
respectivos para cada especie de cada anticuerpo primario, cada uno de ellos
conjugados con un marcador fluorescente (Alexa Fluor 488 o Alexa Fluor 568,
Thermo Fisher Scientific) por 1 hora, a temperatura ambiente. Los nucleos se
tineron con 10 ug/mL Hoechst 33,342 (Cat H3570, Thermo Fisher Scientific).
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Posteriormente, las imagenes se obtuvieron utilizando microscopia confocal
(NIKON C2Plus) y analizaron usando el software ImageJ (Rasband, US National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA; JACOP plugin usado para obtener

mediciones del coeficiente de Manders).

V.10. Ensayo de ligacion por proximidad (PLA) [Colaboracion Dr. Patricio
Silva]

Las células EA.hy926 se lavaron con PBS vy fijaron con paraformaldehido 4%
durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente a su estimulacion
con o sin Hise-histatina-1 a 10 uM a 37°C durante 5 minutos. El procesamiento
de la muestra se realiz6 como lo indica el protocolo del proveedor de Duolink®
(Cat DUO92101, Sigma-Aldrich). Se realizé la incubacién de anticuerpos
primarios contra His6-tag y fosfo-Y801-VEGFR-2 a 4°C durante toda la noche.
Posteriormente, se realizo la incubacion con anticuerpos secundarios conjugados
con una sonda de nucleotidos, que, al estar cercanos a una distancia no mayor
a 40 nm, permiten detectar fluorescencia a través de la reaccién en cadena de la
polimerasa producida por la hibridacion de los nucleétidos de ambos anticuerpos
secundarios. El nudcleo se tifid con DAPI, incluido en el kit Duolink®. Las
imagenes se obtuvieron usando el microscopio confocal Nikon C2Plus (Tokio,
Japdn), y las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software ImageJ
(Rasband, US National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

V.11. Pinzas Opticas [Colaboracién Dr. Christian Wilson]

Con la finalidad de estudiar la ruptura mecénica de la interaccién entre VEGFR-2
e histatina-1, se utilizé el equipo miniTweezers (con adaptaciones indicadas en
Mateluna et al., 2022; Pefia-Oyarzun et al., 2021). Con este fin, se prepararon
beads cubiertas con proteina G de tamafos diferentes, una de 2,5 um (cargada
con VEGFR-2-Fc) y la otra de 3,1 um (cargada con anticuerpo anti Hise-tag, con

la finalidad de inmovilizar hise-histatina-1). La bead cargada con VEGFR-2, fue
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capturada con la trampa 6ptica, mientras que la cargada con Hise-histatina-1 fue
capturada con la micropipeta de la microcdmara por succién. De esta forma, se
realizaron ciclos de acercamiento y retraccion a 100 nm/s. La unién entre estas
dos proteinas se analizé luego de tener un acercamiento entre las 2 beads,
permitiendo la interaccion en alrededor de 1 s. Una vez concretado este paso, se
realizaron movimientos en la direccion opuesta de la bead capturada por la
trampa Optica, a una fuerza constante de 0,1 pN/s de retraccién. Como control
negativo, se utilizé una bead de 3,1 um sin carga de histatina-1. Los ensayos se
realizaron a temperatura ambiente controlada de 24°C usando amortiguador de
union (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NacCl).

V.12. Modelamiento molecular [Colaboracion Dr. Gerald Zapata, Douglas
Matthies]

Para modelar la estructura tridimensional de histatina-1 se utilizé el servidor web
de Robetta (Kim et al., 2004), lo que permitié utilizar el N-terminal de la a-hélice
de la estructura cristalizada de VEGF-A como molde (id en PDB: 3V2A). Residuos
inconclusos de la estructura del cristal de VEGFR-2 se completaron utilizando el
servidor SWISS-MODEL.

V.13. Docking molecular [Colaboracion Dr. Gerald Zapata, Douglas
Matthies]

Para determinar la conformacion en la cual histatina-1 podria estar uniéndose a
VEGFR-2 y determinar interacciones, se realizaron estudios de docking
molecular mediante el servidor de Rosetta FlexPepDock (London et al., 2011).
Se obtuvieron 300 modelos de baja y alta resolucion para cada péptido
(histatina-1 e histatina-1 mutada), de las cuales fueron seleccionados Unicamente

las conformaciones con mejor puntaje de seleccién acorde a su energia libre.
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V.14. Dinamica molecular [Colaboracion Dr. Gerald Zapata, Douglas
Matthies]

Los complejos seleccionados de los datos obtenidos por docking molecular, se
sometieron a 303 °K, usando la suite de AMBER

(https://hdl.handle.net/10993/16614). El sistema se construy6 usando el servidor

Charmm-Gui, y la dindmica corresponde a un total de 40 ns por experimento
(Mateluna et al., 2022).

V.15. Anélisis estadistico

Segun la pertinencia del experimento, los resultados se analizaron,
posteriormente a haber sido sometidos a test de normalidad. Acuerdo con el
analisis, se realizaron test de t no paramétrico (Mann-Whitney) o ANOVA de una
via (Kruskal-Wallis, no paramétrico). Se compararon valores promediados de al
menos tres experimentos independientes. Se considerd significativo un valor de
p < 0,05.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Objetivo especifico 1
DETERMINAR SI LA MIGRACION CELULAR ENDOTELIAL INDUCIDA POR
HISTATINA-1 ES DEPENDIENTE DE VEGFR-2.

VI.1.1. Inhibicién farmacologica de VEGFR2.

Para determinar la dependencia del receptor VEGFR-2 en el efecto pro-
migratorio inducido por histatina-1 en células endoteliales, se planteé determinar
la migracion de la linea celular endotelial EA.hy926, estimulada con histatina-1,
ya sea en presencia o ausencia del inhibidor especifico contra VEGFR-2,
ZM323881 (Whittles et al., 2002). Para ello, se realiz6 el ensayo de camara de
Boyden, el cual nos permitié determinar la migracién de estas células enfrentadas
a las condiciones mencionadas. Los resultados indican que histatina-1, en
concentracion fisiologicamente presente (10 uM, Menno J Oudhoff et al., 2008)
induce la migracion de células endoteliales, confirmando lo anteriormente
demostrado por nuestro grupo de laboratorio (Torres, Diaz, et al., 2017). Sin
embargo, este efecto se pierde cuando se realiza una incubacién en presencia
del inhibidor especifico ZM323881, no asi con la condicion vehiculo sélo (DMSO).
Importantemente, el inhibidor ZM323881 fue también capaz de eliminar el efecto
pro-migratorio de VEGF-A, ligando end6geno de VEGFR-2, y valido como control
positivo (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del inhibidor especifico de VEGFR-2, ZM323881, en la migracion celular
endotelial inducida por histatina-1. Ensayo de transwell utilizado para determinar la migracion celular
endotelial inducida por histatina-1 en presencia del inhibidor especifico ZM323881. (A) Iméagenes
representativas para cada condicion evaluada en el ensayo. EI nimero promedio de conteo de células para
cada condicion fue: para control (Ctrl = 3), ZM323881 (3), VEGF-A (14), VEGF-A + ZM323881 (5),
histatina-1 (16), histatina-1 + ZM323881 (4) (B) Representacion grafica de A, correspondiente a la migracién
de células EA.hy926, donde se determinaron las condiciones control (DMSO sdlo, linea segmentada),
inhibidor 1 uM (ZM323881), control positivo VEGF-A 40 ng/mL, VEGF-A en presencia de inhibidor (VEGF
+ ZM323881), histatina-1 10 uM (Hist1) e histatina-1 en presencia del inhibidor (Histl + ZM323881). Los
datos corresponden a la cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio * error estandar,
*p<0,05).

VI.1.2. Silenciamiento de VEGFR-2 en células endoteliales.

Aun cuando se ha descrito que el inhibidor ZM323881 es especifico para VEGFR-
2 a la concentracion utilizada en este trabajo (Whittles et al., 2002), no podemos
descartar la existencia de efectos no deseados en nuestro modelo. Por esta razén
se planteo realizar el silenciamiento de VEGFR-2 enddégeno en el modelo de
células endoteliales, con la finalidad de complementar la observacion de que
VEGFR-2 es el responsable de la actividad pro-migratoria de histatina-1. Para
ello, las células EA.hy926 se silenciaron para el receptor VEGFR-2, por medio de
la herramienta de siRNA (mezcla de 3 secuencias de siRNA comerciales contra
VEGFR-2 humano), para luego ser sometidas al ensayo de migracion celular en
presencia de histatina-1. En primer lugar, se ajustaron las condiciones para un
silenciamiento éptimo. Se realizaron incubaciones a distintas concentraciones de

SiRNA (50, 100 y 200 nM) durante 24 horas en medio DMEM sin suero y
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posteriormente se obtuvieron extractos para analizar los niveles residuales de
VEGFR-2 mediante Western blot. De esta forma, se determiné que la
concentracién de siRNA a 50nM fue suficiente para evidenciar una disminucién
significativa en el nivel de VEGFR-2 (Figura 10). Sin embargo, para los ensayos
posteriores se decidio utilizar la concentracion de 100 nM, de manera de evitar
trabajar en condiciones limites, puesto que la eficiencia de silenciamiento podria

variar de experimento en experimento.
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Figura 10. Estandarizacién de siRNA en células EA.hy926 para el silenciamiento de VEGFR-2.
Western blot de VEGFR-2 y Actina de un extracto de células EA.hy926 tratadas con siRNA-VEGFR-2 a
distintas concentraciones (50 nM, 100 nM y 200 nM), utilizando siCtrl a 200 nM como control. iIMAX
corresponde a lipofectamina, como se indica en métodos (vehiculo).

Una vez determinada la concentracion de siRNA con la cual trabajar, las células
EA.hy926 se transfectaron por 24 horas con la mezcla de siRNA (control o
VEGFR-2) y posteriormente se usaron en el ensayo de migracion celular por
Transwell, con el fin de determinar si la disminucion en la expresion de VEGFR-2
afectaba la migracién celular inducida por histatina-1. Tanto en la condicion sin
transfeccion (NT) como en la transfeccion con siRNA control (si-Ctrl), fue posible
evidenciar el efecto pro-migratorio de histatina-1 y VEGF-A (este ultimo como
control positivo) (Figura 11). Sin embargo, se observo que el silenciamiento de
VEGFR-2 disminuy6 drasticamente la migracién celular inducida, tanto por
histatina-1, como por VEGF-A (Figura 11). Estos resultados indican que la
expresion de VEGFR-2 es requerida para la migracién celular inducida por

histatina-1.
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Figura 11. Efecto de histatina-1 en células endoteliales silenciadas con siRNA contra VEGFR-2. (A) Imagenes representativas
de transwell para la migracién inducida por histatina-1 (Hist1, 10 uM) en condiciones no tratada (NT), siRNA-control (si-Ctrl) y sSiRNA-
VEGFR?2 (si-VEGFR-2), utilizando VEGF-A (40 ng/mL) como control positivo. En promedio, el nimero de células contadas por campo
para cada condicion fue: siCtrl (NT = 4; Histl = 13; VEGF-A = 12), y si-VEGFR-2 (NT = 5; Histl = 6; VEGF-A = 4). (B) Cuantificacion
de la migracion celular inducida por histatina-1 en las condiciones presentadas en panel A. Los datos son presentados en relacién a la
migracion celular normalizada, observada en condicion basal (sin estimulo con histatina-1, sin transfeccion; linea segmentada con
valor 1). (C) Cuantificacion por Western blot de VEGFR-2 en células EA.hy926 incubadas con 50 nM de siRNA indicado en el panel.
Los datos corresponden a la cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar, *p<0,05).
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VI.1.3. Inhibicion de VEGFR-2 en distintos tipos celulares.

Existe evidencia de que histatina-1 induce la migracion celular, no tan sélo en
nuestro modelo propuesto (células endoteliales), sino ademdas en otros tipos
celulares, como queratinocitos y fibroblastos de distinto origen (Oudhoff et al.,
2008, 2009). Por otro lado, las células EA.hy926 son una linea celular, por lo que
también nos cuestionamos si es que la participacion de VEGFR-2 es
generalizada en células endoteliales o sélo algo restringido a este modelo en
particular. Debido a estas interrogantes, nos planteamos responder si es que
VEGFR-2 participa en la via de activacion de histatina-1 en células endoteliales
de cultivo primario, HUVEC, y también en la linea celular de queratinocitos orales
OKF6/Tert2. Con este proposito, evaluamos el efecto de histatina-1 y del inhibidor
ZM323881 en la migracion de células HUVEC y OKF6/Tert2. Importantemente,
previo a este ensayo, se evaluod la expresion de VEGFR-2 en ambos modelos
celulares mediante Western Blot, observando niveles detectables de la proteina
en células EA.hy926 y HUVEC. Sin embargo, en células OKF6/Tert2, ésta es casi
indetectable (Figura 12). Una vez confirmada la expresion de VEGFR-2, se
determiné la migracion celular en cada uno de los modelos celulares, observando
gue histatina-1 induce migracion celular, tanto en HUVEC como en OKF6/Tert2.
Sin embargo, la inhibicion de VEGFR-2 solamente afecto la migracion estimulada
en las células HUVEC, pero no en OKF6/Tert2 (Figura 12). Este hallazgo
confirma que la actividad pro-migratoria de histatina-1 es inducida a través del
receptor VEGFR-2 en diferentes modelos endoteliales, y que este fendmeno es

exclusivo de este tipo celular.

43



A modelo celular

g
© >
v £ 3
O L I «pa
VEGFR2 r— - 245
=
Acting | eom c— e
0,3+0,1 1,0¢0,2 3,8+0,9
HUVECs
vehiculo
B ,‘.:
g3
80 2
sg
g3
oo 1 ns
g’ -
0
Hist1 - + - + - +
NT vehiculo ZM323881
HUVECs
OKF6
D o o=l . , ZM323881 E
&0 S R O 7 .
S
EE} ] ITI ] * 1 ] * 1
sE -
co 1 - e
S T
2 0 J . \ =N
Histt - + - + - +
NT vehiculo ZM323881
OKF6

Figura 12. Efecto de histatina-1 en la migracion de HUVEC y OKF6. (A) Western blot de VEGFR-2 en distintos modelos celulares
(OFKS®, EA.hy926 y HUVEC) normalizado respecto de actina. (B) Imagen representativa de migracion celular en transwell de HUVEC
estimuladas con histatina-1 (Histl) en presencia y ausencia de inhibidor ZM323881 utilizando como vehiculo (DMSO). El nimero
promedio de conteo de células para cada condicion fue: DMSO (- Histl = 15; + Histl = 31), y ZM323881 (- Histl = 6; + Histl = 6). (C)
Cuantificacion de ensayo de transwell en células HUVEC mostradas en panel B. (D) Imagen representativa de migracion celular de
células OKF6 en mismas condiciones descritas en (B). EI nimero promedio de conteo de células para cada condicion fg%a DMSO
(- Histl = 34; + Histl = 54), y ZM323881 (- Histl = 30; + Histl = 50). (E) Cuantificacion de ensayo de transwell de céltilas OKF6
mostradas en panel D. Los datos corresponden a la cuantificacién de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar,
*p<0,05).



VI.2. Objetivo especifico 2

EVALUAR S| HISTATINA-1 INDUCE LA FOSFORILACION DE VEGFR-2 EN
RESIDUOS DE TIROSINA ASOCIADOS A SU ACTIVACION POR UNION DE
LIGANDO Y MIGRACION, Y LA CONSECUENTE ACTIVACION DE VIAS DE
SENALIZACION RIiO ABAJO.

VI.2.1. Fosforilacion de tirosina 801 (Y801) en el receptor VEGFR-2

Anteriormente describimos la dependencia de VEGFR-2 en el efecto de
histatina-1 en células endoteliales, por lo tanto, la siguiente pregunta fue
determinar si existe activacion de este receptor, ya sea directa o indirecta. La
estrategia que adoptamos para determinar una activacion directa fue buscar un
marcador de este tipo de activacion, para nuestro caso, existe una fosforilacion
especifica en tirosina 801 (Y801), la cual se ha evidenciado que es fosforilada
solamente cuando ocurre la dimerizacion gatillada por la unién del ligando con el
receptor (Brozzo et al., 2012). De esta forma, planteamos determinar la
fosforilacion de VEGFR-2 en Y801, mediante Western blot en extractos de
células EA.hy926. Ademas, fue necesario determinar la cinética de esta
fosforilacion, debido a que se ha evidenciado que el maximo inducido por el
ligando VEGF-A (peak de activacion) ocurre no mas alla de los 5 minutos post-
estimulo (Blanes et al., 2007). Los resultados muestran que el estimulo de células
EA.hy926 con histatina-1 induce una fosforilacion del receptor VEGFR-2 en
Y801, especificamente al minuto 2 post-estimulo (Figura 13), en un tiempo

comparable al descrito con VEGF-A (Blanes et al., 2007).
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Figura 13. Fosforilaciéon de VEGFR-2 en el residuo Y801 inducido por histatina-1. (A) Western
blot de cinética de fosforilacién de pVEGFR-2 en residuo Y801 y actina, en extractos de proteinas de células
EA.hy926 estimuladas a distintos tiempos de tratamiento con histatina-1 a 10 uM (0, 2, 5, 10 y 15 minutos).

(B) Cuantificacion de los datos presentados en panel (A). Los datos corresponden a la cuantificacion de 3
experimentos independientes (promedio + error estandar, *p<0,05).

VI1.2.2 Fosforilacion de ERK 1/2 y p38 en células endoteliales estimuladas
con histatina-1

Previamente, Torres et al. (2017) evidenciaron la fosforilacion de ERK 1/2 en
células endoteliales estimuladas con histatina-1 a distintos tiempos. Es por ello,
gue en este objetivo se propuso evaluar si dicha fosforilacién es dependiente de
VEGFR-2. De este modo, se sometieron células endoteliales EA.hy926 al
estimulo de histatina-1 por 30 minutos, tanto en ausencia, como en presencia del
inhibidor ZM313881. Lamentablemente, no fue posible obtener datos
concluyentes, debido a falta en el nUmero muestral. Sin embargo, existi6 una
clara tendencia de disminucion en la fosforilacion de ERK 1/2 cuando se utilizo el
inhibidor especifico en presencia de histatina-1 (Figura 14A). También se
determiné si p38 podria estar involucrada como via de sefalizacion, ya que esta
MAP kinasa se asocia a la actividad del receptor (Abhinand et al., 2016). Al igual
que el experimento anterior, no fue posible realizar un nimero muestral que

permitiera concluir respecto de los resultados. Sin embargo, al analizar la
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tendencia es posible ver que p38 no tuvo aumentos pronunciados en su
fosforilacion (Figura 14 B).
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Figura 14. Fosforilacion de p38 y ERK 1/2. (A) Western blot de la forma fosforilada y total de ERK
1/2, extraida de células EA.hy926 (n=1), estimuladas con histatina-1 durante 60 minutos en presencia y
ausencia del inhibidor ZM313881. Los nimeros bajo el panel indican valores de densitometria de imagenes,
relativos a la condicidon control negativo (-). (B) Western blot de la forma fosforilada y total de p38 extraida
de células EA.hy926 (n=1). Como control positivo se us6 DMEM suplementado con 5% v/v de suero.
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VI.3. Objetivo especifico 3
DETERMINAR S| EXISTE UNION ENTRE HISTATINA-1 Y VEGFR-2.

VI.3.1. Co-localizacion entre histatina-1y VEGFR-2

La observacion de que histatina-1 induce fosforilacion de VEGFR-2 en Y801
(Objetivo 2) es intrigante, ya que se ha reportado previamente que éste es uno
de los primeros eventos ocurren en la cadena de fosforilacion, por lo que se le
atribuye Unicamente a unién por ligando (Blanes et al., 2007; Wang et al., 2020).
Esta situacidbn nos llevdé a plantear que histatina-1 podria estar uniéndose
directamente a VEGFR-2. En una primera aproximacion, se realizaron ensayos
de co-localizacion por inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ensayos de
proximidad in situ (ensayo de ligacién por proximidad o PLA, por sus siglas en
inglés, proximity ligation assay), de manera de evaluar asociacion espacial entre
histatina-1 y VEGFR-2.

Dado que el anticuerpo disponible contra histatina-1 no es recomendado para IFI
(Santa Cruz Biotechnologies, sc98945) y con el fin de lograr un buen marcaje,
decidimos utilizar histatina-1 modificada con una cola de poli-histidina (Hiss) en
la posicion N-terminal del péptido, de modo que nos permitiese usar un
anticuerpo primario contra Hise para detectar histatina-1. Para comprobar que
esta modificacion no afect6 la actividad de histatina-1, se realizaron ensayos de
migracion en presencia de Hise-histatina-1, demostrando que el efecto pro-
migratorio se mantiene intacto (Figura 15A). Una vez validado el modelo, se
determind si histatina-1 y VEGFR-2 co-localizan, estimulando células EA.hy926
con Hise-histatina-1 durante 5 minutos y se realizo el marcaje de los blancos,
utilizando anticuerpos primarios anti-Hise y anti-VEGFR-2. Los resultados indican
que, al analizar la fluorescencia de ambos, se evidencio la co-localizacion de
estas moléculas (Figura 15B). Ademas, se realiz6 una IFI marcando Y801
fosforilada en VEGFR-2, para determinar si el resultado anterior era reproducible

y posible para detectar el receptor activado. De esta forma, se determiné la co-
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localizacion entre ambas proteinas a los tiempos 1, 2 y 5 minutos post-estimulo
con Hise-histatina-1. El analisis de las imagenes demostré que en los tiempos 2
y 5 minutos post-estimulo, el marcaje de la fosforilacion de Y801 co-localizé con
el de Hiss-histatina-1, por ende, el estimulo de ésta indujo la fosforilacion de
VEGFR-2 y ambas sefales co-localizaron bajo estas condiciones (Figura 15C,
D).
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Figura 15. Co-localizacién de VEGFR-2 e histatina-1 en células endoteliales. (A) Migracion celular
inducida por histatina-1 con modificacion His-6 (Hiss) a concentracion 10 puM en células EA.hy926. (B)
Co-localizacion (amarillo) entre histatina-1 con modificacion His-6 (Hise-Histl, verde) y VEGFR-2
(VEGFR?2, rojo) en células EA.hy926, luego de un estimulo de 5 minutos con His-6-histatina-1 10 uM. El
numero indicado dentro del panel derecho (magnificacion) indica el Coeficiente de Mander’s, promediado
de 3 experimentos independientes. (C) Co-localizacion entre His6-histatina-1 y fosfo-VEGFR-2 (pY801
VEGFR?2, rojo) en células EA.hy926, luego de estimulo con his6-histatina-1 a 1 y 5 minutos. (D) Coeficiente
de Manders de la co-localizacién a 1, 2 y 5 minutos de estimulo con His6-histatina-1. Los datos
corresponden a la cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar, *p<0,05).
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VI.3.2. Ensayo de ligacion por proximidad (PLA)

Si bien hemos demostrado que VEGFR-2 e histatina-1 co-localizaron, se
necesitan experimentos con una resolucion mas acotada en cuanto a distancias,
por lo que el siguiente paso experimental fue determinar si existe una resolucion
superior a lo ofrecido por la inmunofluorescencia indirecta entre ambas
moléculas. Con este fin, se propuso realizar el ensayo de PLA, luego del
tratamiento con Hise-histatina-1 en células EA.hy926, nuevamente usando
anticuerpos dirigidos contra Hiss y fosfo-Y801-VEGFR-2. En la Figura 16A se
muestran las condiciones, no tratada (NT), tratamiento con Hise-histatina-1 e
histatina-1 no marcada con Hiss (N0 marcada), seguido de deteccion con los
respectivos anticuerpos (anti-Hiss y anti-fosfo-Y801-VEGFR-2). Los resultados
mostraron que hubo una presencia significativa de marca (spots) positivos en la
condicion tratada y ambos anticuerpos, a diferencia de las otras condiciones con
una aparicion despreciable o nula de spots (Figura 16B). De esta forma, se
concluye que histatina-1 y VEGFR-2 se encuentran en cercania espacial, co-

localizando en células endoteliales.
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Figura 16. Ensayo de ligaciéon por proximidad entre histatina-1 y VEGFR-2 en células
endoteliales. Experimento realizado estimulando a células EA.hy926 con histatina-1 o Hiss-histatina-1
10uM por 5 minutos. (A) Imagen representativa de spots de proximidad entre histatina-1 y fosfo-Y801-
VEGFR-2 en células EA.hy926. (B) Cuantificacion de spots en condicién no tratada (NT), Hiss-histatina-1
(Hiss) e histatina-1 wt (Hist1). Los datos corresponden a la cuantificacion de 3 experimentos independientes
(promedio * error estandar, *p<0,05).

VI.3.3. Inmunoprecipitacion de VEGFR-2

En continuidad con lo planteado anteriormente y para evaluar si histatina-1 y
VEGFR-2 son capaces de asociarse en un complejo, se propuso realizar
experimentos de co-inmunoprecipitacion, utilizando como carnada a histatina-1
frente a un extracto de células EA.hy926. Para ello, se prepararon beads de

proteina A pre-cubiertos con anticuerpo anti-Hises (beads-A-a-Hise). A diferencia
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de las inmunoprecipitaciones convencionales, se decidié cargar las beads-A-a-
Hise con Hise-histatina-1, y de este modo, se uso para determinar si VEGFR-2
endogeno, es decir, proveniente de células EA.hy926, es precipitado por la
incubacion con estas beads. Al incubar el extracto con las beads-A-a-Hiss, los
resultados indican que fue posible pesquisar a VEGFR-2 a través de este método,
hallazgo que no ocurre cuando Hise-histatina-1 no se encuentra cargada en las
beads (anticuerpo a-Hise solo, Figura 17).
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Figura 17. Inmunoprecipitacion de VEGFR-2. (A) Western blot de inmunoprecipitacion de
VEGFR-2 utilizando histatina-1 como carnada. En los carriles se encuentran: (1) el extracto de células
EA.hy926, (2) extracto de EA.hy926 mas beads cargadas con anticuerpo anti-His6 tag, (3) extracto de
EA.hy926 mas beads cargadas con anticuerpo e His-g-histatina-1. Los datos numéricos corresponden a
la densitometria y cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio * error estandar,
*p<0,05).
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VI.3.4. Pulldown de histatina-1 y VEGFR-2

Los ensayos de inmunoprecipitacion demostraron que histatina-1 y VEGFR-2
tienen una asociacion en un complejo proteico. Sin embargo, para determinar si
hay interaccion directa entre estas dos moléculas, se realizaron ensayos de
pulldown con proteinas purificadas en solucion. Para llevar a cabo esto, se utilizo
VEGFR-2 recombinante, con una modificacién en su porcion C-terminal, donde
se reemplazé la region transmembrana y citosdlica por la cadena Fc de
inmunoglobulina humana (LS-G47161-50, LSBio, Seattle, USA). Es necesario
mencionar que VEGFR-2 recombinante tiene un peso de 180 KDa, en
electroforesis en condiciones denaturantes, esto debido a las modificaciones que
presenta la estructura. Esta estrategia permitio acoplar VEGFR-2 directamente a
las beads-A, siendo posteriormente incubado con las proteinas sintéticas
histatina-1 (Figura 18A), Hise-histatina-1 (Figura 18B) o con un péptido control, de
secuencia “Scramble” de histatina-1, también acoplado a Hiss (Figura 18C). De
esta forma, cuando se incubaron las beads-A-VEGFR-2 con histatina-1, se
evidencio, mediante la técnica de Western blot, la precipitacion de ésta, no asi
cuando se usaron las beads-A (sin acoplar VEGFR-2) (Figura 18A). Mismo hecho
ocurrié cuando se utilizo Hise-histatina-1 en lugar de histatina-1 (Figura 18B). A
diferencia de lo anterior, cuando se incubaron las beads-A-VEGFR-2 con el

péptido Hiss-scramble no se evidencid precipitacion de este ultimo (Figura 18C).

Alternativamente, ya que se disponia del péptido histatina-1 modificado con una
cola Hiss, se planted realizar la misma aproximacion, pero de manera inversa,
esta vez usando como carnada a Hise-histatina-1. De este modo, esferas de
niquel-NTA se cargaron con Hise-histatina-1 y posteriormente se incubaron con
VEGFR-2-Fc en solucién, observando que, al igual que los ensayos anteriores,
VEGFR-2 es precipitado por las beads de niquel cargado con Hiss-histatina-1
(Figura 18D). De manera interesante, resultados similares se obtuvieron al usar
histatina-1 (sin cola Hiss), situacion que puede ser explicada por la capacidad

inherente de histatina-1 de unirse al niquel (Khurshid et al., 2017). Estos
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resultados, en su conjunto, indican que histatina-1 se une directamente a

VEGFR-2.

Pulldown: VEGFR2

Hist1 + +
VEGFR2-Fc - +
Hist1 e
VEGFR2 —_—
PonceauFmm
(VEGFR2)
D

-1

Pulldown: VEGFR2

Hist1 scramble
(Histag)  (Histag)
- + - + kDa
-11
—_— — -180

B Pulldown: VEGFR2 c
HisG-Hist1 + +
kDa VEGFR2-Fc - + kDa
His;-tag - " EaRR
~180 VEGFR2 | p— His,-tag
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(VEGFR2) VEGFR2
Pulldown: nickel-NTA
VEGFR2-Fc - + - +
Hist1  + + - -
HisG-Hist1 - - + + kDa
WB: VEGFR2 e || B w180
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Figura 18. Pulldown de histatina-1y VEGFR-2 pureos. Identificacion por Western blot y tincién de rojo ponceau
de VEGFR-2-Fc e histatina-1. Pulldown de histatina-1 (Histl) utilizando VEGFR-2-Fc como carnada en beads
cargadas con proteina G para determinar la captura de (A) histatina-1 wt, (B) His6-histatina-1 e (C) Hiss-histatina-1
y péptido scramble. (D) Pulldown de VEGFR-2-Fc realizado con beads de niquel utilizando como carnada a histatina-
1y Hisg-histatina-1 para capturar VEGFR-2 Fc. Para cada evaluacién, se realizaron 3 experimentos independientes.
Ademas de los ensayos de Western blot, se muestran las respectivas tinciones de Rojo Ponceau para cada condicion.
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VI1.3.5. Ensayo de pinzas oOpticas entre VEGFR-2 e histatina-1

Para tener una aproximacion alternativa y caracterizar de mejor manera la
interaccion entre histatina-1y VEGFR-2, se realizaron ensayos de pinzas opticas,
los cuales permiten ademas obtener parametros cinéticos (Sanchez et al., 2022).
Para ello, se cargaron beads de proteina G de distinto tamafio con ambas
moléculas, segun se detalla en la metodologia y se representa en el esquema
(Figura 19D). El acercamiento y la separacion de estas moléculas con
movimientos nanométricos permite determinar la frecuencia de adhesion, la
fuerza de ruptura y la distancia, y con estos datos es posible determinar
pardmetros cinéticos. En primer lugar, se determind la frecuencia con la que
ocurre la adhesion durante el acercamiento de ambas beads, tanto en la
condicion control (bead de menor tamafio cargada con VEGFR-2 y bead de
mayor tamafo cargada so6lo con el anticuerpo anti-Hiss), como en la condicion
experimental (bead de menor tamafio cargada con VEGFR-2 y bead de mayor
tamafio cargada con Hise-histatina-1, a través del anticuerpo anti-Hiss). Como era
de esperar, la frecuencia de adhesion fue significativamente mayor cuando se
encuentran ambas moléculas cargadas en sus respectivas beads (condicion
experimental) (Figura 19A), en comparacion con la condicidén control. A partir de
los datos, es posible distribuir los eventos de adhesion de acuerdo con su fuerza
de ruptura, y de este modo, se determind la fuerza media de ruptura, que
correspondio a 20 pN (Figura 19B). Considerando la frecuencia de distribucion
de los eventos de adhesion respecto de la fuerza de ruptura, fue posible obtener
datos de lifetime, utilizando el ajuste de Dudko-Hummer-Szabo sobre estos datos
(datos no mostrados). Los pardmetros obtenidos a través del ajuste fueron: Ko
(0,20 + 0,03 s1), AG**(3,98+ 0,27 ksT) y la distancia para generar la ruptura de la
interaccion Ax** (0,244 0,03nm) (Fig. 19C).
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Figura 19. Interaccion proteina-proteina entre histatina-1 y VEGFR-2 en pinzas épticas. (A) Grafico de frecuencia de
adhesion en condicion control (presente Unicamente Hiss-histatina-1 en las beads), y con la presencia de ambas moléculas. (B)
Distribucion de los eventos obtenidos en (A), de acuerdo a la fuerza de ruptura ejercida en cada evento. (C) Mapa energético para la
unioén entre Hisg-Histatin-1/VEGFR2-Fc donde se muestra la constante de tasa disociacion (K.f), distancia al estado de transicion (Ax*)
y la energia libre de activacion (AG?). Los datos corresponden a la cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio * error
estandar, *p<0,05). (D) Disefio experimental de pinzas dpticas para la interaccion Hisg-Histatin-1/VEGFR2-Fc.
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VI.3.6. Modelamiento molecular de la interaccion entre histatina-1 y
VEGFR-2

Ante los resultados obtenidos, es necesario dar una explicacion a la unién entre
histatina-1 y VEGFR-2. Para dar respuesta, en primer lugar, utilizamos la
informacion respecto de la interaccion entre VEGFR-2/VEGF-A que se encuentra
descrita con datos de cristalizacion, segun Brozzo et al. (2012). En ésta se indica
que la unién ocurre entre los dominios D2-D3 del receptor y que los residuos F17,
Y21 y Y25 de VEGF-A son criticos para esta union. Con esta informacion,
realizamos un alineamiento estructural entre VEGF-A e histatina-1 con el fin de
determinar si estos residuos se encontraban analégicamente posicionados en la
secuencia de histatina-1. Los resultados indican que histatina-1 contiene los
residuos F26, Y30 y Y34, los cuales estan posicionados analégicamente a la
secuencia de VEGF-A (Figura 20A). Para evaluar la importancia de estos
residuos en la posible interaccion histatina-1/VEGFR-2, se realizaron
experimentos de modelamiento in silico. En primer lugar, fue necesario obtener
la estructura 3D de histatina-1 mediante modelamiento por homologia (ya que
ésta no se encuentra descrita, ni cristalizada), arrojando una pequefia porcién de
alfa hélice rodeada de colas aleatorias (random coil) en el resto de su estructura
(Figura 20B). Con estos datos, se realiz6 un docking molecular entre histatina-1
y la estructura cristalizada de VEGFR-2, especificamente los dominios D2 y D3

(datos no mostrados).

57



A L] LI}

L] L * L] L] * L] * I* s
1 APMAEGGGQNHHEVVKEMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIF 47 VEGF-A
11 RRKFHEKHHS-HREFPEYGDYGSNY----—-—------ - - LY 36 Histatin-1

Histatin-1

D2 domain
(VEGFR-2)

Histatin-1

Figura 20. Modelamiento estructural 3D de histatina-1, VEGF-A y dominio D2-D3 de VEGFR-2. (A) Alineamiento de
secuencia aminoacidica entre VEGF-A e histatina-1. (B) Estructura 3D de histatina-1(modelamiento por homologia), VEGF-A
(cristalizada) y dominios D2-D3 de VEGFR-2 (cristalizada), en la parte inferior se muestra el mapa de potencial electrostatico.
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Una vez determinada la estructura y la posicion de inicio, se lanz6 una dinamica
molecular entre histatina-1 y los dominios D2-D3 de VEGFR-2. La posicion e
interaccidon que ocurre entre ambas es similar a las descritas para VEGF-A.
Especificamente, la dinamica indico la existencia de puentes de hidréogeno entre
los residuos F26, Y30, Y34 y Y36 de histatina-1 y los residuos N38, H133, F165,
P166, Q210, M213 e 1215 de VEGFR-2 (Figura 21A, B). Interesantemente, los
residuos mencionados también son descritos en la interaccion de VEGF-A con el
receptor, por lo que nuestros resultados de dinamica molecular podrian explicar

cOmo histatina-1 estaria actuando a través de VEGFR-2.

Q210

M213
M197
H133 |215
9 ‘ g 4o

Figura 21. Interaccion entre histatina-1 y VEGFR-2. (A) Imagen representativa de la interaccion in
silico entre histatina-1 y VEGFR-2 obtenida por dinamica molecular. (B) Interacciones descritas en la
dinamica molecular entre histatina-1 y VEGFR-2; en purpura se sefialan, tanto puentes de hidrégeno, como
interacciones hidrofébicas, acompafiadas de las distancias en Angstrom (negro). En negro se sefialan los
residuos que interaccionan y sus distancias.
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VI.4. Objetivo especifico 4

EVALUAR LA RELEVANCIA DE LOS RESIDUOS F26, Y30 Y Y34 DE
HISTATINA-1 EN LA UNION A VEGFR-2 Y LA MIGRACION CELULAR
ENDOTELIAL.

VI.4.1. Dindmica molecular de la mutante triple alanina de histatina-1

Para determinar si los residuos analogicos descritos en la estructura de
histatina-1 afectan realmente a la interaccion con el receptor, se realiz6 una
mutacion in silico de los residuos F26, Y30y Y34 por alanina (A). De esta forma,
se realiz6 un nuevo analisis de dinamica molecular entre los dominios D2-D3 de
VEGFR-2 y la triple mutante de histatina-1 (Figura 22). Los resultados indican
gue, en comparacion con histatina-1 wild type (wt), la triple mutante pierde
totalmente su estabilidad en el sitio D2-D3, como indica la grafica del RMSD (del
inglés root-mean-square deviation). Ademas, las interacciones descritas para
histatina-1 se pierden totalmente con la mutante, dando asi interacciones sin
sentido en referencia a lo descrito en la cristalizacion VEGFR-2/VEGF-A (Figura
22By 22C).
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Figura 22. Dinamica molecular de histatina-1. (A) Izquierda- Posiciones obtenidas durante la dinamica para
histatina-1 e histatina-1726A/Y30AY34Acalipso) con VEGFR-2 (D2-D3, verde). (A) Derecha- Datos de RMSD desde la
posicidn inicial de la dindmica hasta la posicion final (tiempo de corrido, 40 ns). (B) Posicidn final de histatina-1 triple
mutante con VEGFR-2 obtenidas por dindmica molecular. (C) Interacciones descritas en la dindmica molecular entre
histatina-1 triple mutante y VEGFR-2, en purpura se sefialan tanto puentes de hidrégeno, como interacciones
hidrofébicas, acompafiadas de las distancias en Angstrom (negro). En negro se sefialan los residuos que participan de
la interaccidn, azul para histatina-1 triple mutante y verde para VEGFR-2. Los datos corresponden a la cuantificacion
de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar, *p<0,05).
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VI1.4.2. Efecto de la mutacion F26A/Y30A/Y34A en la union de histatina-1y
VEGFR2 in vitro

Nuestros analisis in silico indican que los residuos F26, Y30 y Y34 son
importantes para la interaccion entre histatina-1 y VEGFR-2. Para validar estas
observaciones, se realizaron experimentos de pulldown in vitro, usando una triple
mutante de histatina-1F26A/Y30AY34A - ghtenida por sintesis quimica, al igual que
histatina-1 wild type, segun lo descrito en materiales y métodos. En la Figura 23
se evidencia como VEGFR-2 (acoplado a Fc) y usado como carnada, arrastro
consigo a histatina-1 (wild type), mientras que esta situacion no ocurrié con la
triple mutante de histatina-1 (mut), la cual no fue detectada mediante Western
blot (Figura 23). Estos resultados permiten confirmar que los residuos F26, Y30

y Y34 de histatina-1 son necesarios para su union a VEGFR-2.

A
HisG-Hist1 wt wt mut mut
VEGFR2-Fc - + - +  kDs
His -tag o -11
VEGFR2 ’ -180
Ponceau| : g 1%

Pulldown: VEGFR2

Figura 23 Pulldown de histatina-1F26A/Y30A/¥34a, (A) \Western blot de pulldown de histatina-
1F2BAINSOANSAA (Hiss-Histl mut) utilizando a VEGFR2-Fc como carnada. Se utilizd Hiss-histatina-1 como
control positivo (Hiss-Histl wt). Se muestra en rojo Ponceau a VEGFR2-Fc. Los datos representan a 3
experimentos independientes.
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VI.4.3. Efecto de la mutacion E26A/Y30A/Y34A en la migracion celular
endotelial y latubulogénesis inducida por histatina-1

Finalmente, para evaluar si los residuos F26, Y30 y Y34, descritos como
importantes para la interaccion entre histatina-1 y VEGFR-2, son relevantes para
la funcionalidad de histatina-1 en células endoteliales, se realizaron experimentos
in vitro, tanto de migracion, como de tubulogénesis, determinando si la mutacion
de estos residuos afectaba estas respuestas. Para ello, las células EA.hy926 se
cultivaron y sometieron a ensayo de Transwell en presencia de histatina-1 wty la
triple mutante. Nuestros resultados indican que no existieron diferencias
significativas entre las condiciones control y triple mutante, a diferencia de lo ya
reportado con histatina-1 wt (Figura 24 A).

Por otro lado, estudios previos de nuestro laboratorio indicaron que histatina-1
induce la formacion de tabulos endoteliales in vitro, demostrado mediante el
ensayo de tubulogenésis en matrigel (Torres, Diaz, et al., 2017). De este modo,
usando esta aproximacion, se evaluo el efecto de la mutacion de histatina-1 en
la formacion de estas estructuras. Como se muestra en la Figura 24 B, histatina-1
wt efectivamente indujo la formacién de tdbulos. Sin embargo, cuando la
condicion fue histatina-1 triple mutante, no hubo diferencias significativas

respecto del control (Figura 24 B).
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Figura 24 Migracién y tubulogénesis de células EA.hy926 estimuladas con histatina-1F26A/Y304/Y34A
(A) Ensayo de transwell de células endoteliales EA.hy926 estimuladas con histatina-1726A/YS0AY34A 10 UM (Mut),
utilizando como control positivo histatina-1 (wt) y control negativo péptido scramble (Scr). EI promedio de células
contadas por campo para cada condicién fue para control sin tratamiento (Ctrl = 5), Scr (5), WT (15) y Mut (5).
(B) Ensayo de tubulogénesis in vitro de células EA.hy926 estimuladas con histatina-1726A/Y30AN34A “ytilizando
como control positivo histatina-1 (wt) y control negativo, el péptido scramble (Scr). Los datos corresponden a la
cuantificacion de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar, *p<0,05).
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VII. DISCUSION

Se ha demostrado que histatina-1 induce la fosforilacién de ERK 1/2 en
células endoteliales, y también favorece la migracion y adhesiéon de este mismo
modelo celular, ademas de promover la angiogénesis (Torres et al, 2017). Estas
evidencias nos permitieron proponer, como receptor de histatina-1 a VEGFR-2,
debido a que su activacion lleva a la activacién de la misma via de sefializacion,
gatillando sus efectos pro-migratorios en células endoteliales. De esta forma, en
experimentos de inhibicidn especifica y silenciamiento del receptor, el efecto pro-
migratorio de histatina-1 fue dependiente de VEGFR-2 en células endoteliales,
tanto en HUVEC (cultivo primario de células endoteliales humanas) como
EA.hy926 (cultivo de linea celular endotelial). VEGFR-2 no solo se expresa en
células endoteliales, sino que también en otros modelos, como queratinocitos
(Figura 12). Sin embargo, no tiene el mismo impacto como lo es en las células
endoteliales. Esto nos permite cuestionar si es posible que histatina-1 esté
actuando a través de VEGFR-2 en otros modelos. Logramos demostrar que el
efecto pro-migratorio es exclusivo para el modelo de células endoteliales, ya que,
como se demostro en la figura 12, al utilizar el inhibidor especifico ZM323881
(Whittles et al., 2002), en células OKF6 (queratinocitos orales), no se afecto la
migracion celular. Por otro lado, durante el desarrollo de esta tesis, se describid
como receptor de histatina-1 al receptor sigma-2 en células HeLa y HCE, ambas
lineas de modelo epitelial (Son et al., 2021) y a receptores sensibles PTx en
gueratinocitos (Oudhoff et al., 2008). El receptor sigma-2 esta asociado a efectos
pro-migratorios, por lo que tiene sentido que histatina-1 pueda unirse a este
receptor en el modelo celular epitelial. Sin embargo, cabe destacar que los
ensayos realizados, tanto en la descripcion de sigma-2, como el uso del inhibidor
PTx en modelo epitelial, son de efectos en periodos de tiempo mas largos, de 16-
24 horas, tanto en ensayos en camara de Boyden, como cierre de herida. Por lo
que los efectos de estimulo con histatina-1 a periodos mas largos pueden estar

asociados a este tipo de receptores (sigma-2 y acoplados a proteina-G), y en
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periodos cortos, a VEGFR-2, como lo proponemos en este trabajo. De todos
modos, es necesario comprobar esta hipotesis realizando ensayos en modelos
epiteliales, inhibiendo a VEGFR-2, ya que nuestra propuesta sélo esta asociada
al modelo endotelial. Una manera de dar explicacion a que histatina-1 tenga la
posible capacidad de unirse a distintos receptores es su tamafo y estructura. Al
ser un péptido de tan solo 38 residuos y no adoptar una estructura secundaria
estable, permite la posibilidad de que pueda unirse a otros blancos al tener una

mayor flexibilidad estructural.

Otro planteamiento, luego de determinar la dependencia de VEGFR-2 por
parte del efecto pro-migatorio de histatina-1, fue si la activacion del receptor es
via activacion directa (union receptor-ligando) o indirecta (trans-activacion) ya
que existen evidencias de transactivacion del receptor (Petreaca & Min Yao, Yan
Liu, Kathryn DeFea, 2007; Tanimoto et al., 2002). La fosforilacién de Y801 nos
indica que el receptor esta siendo activado por unién ligando-receptor, como se
ha reportado (Blanes et al., 2007). Ademas, cumple con una cinética similar a la
de VEGF-A, induciendo una fosforilacién a los 2 minutos posterior al estimulo. En
apoyo de esta evidencia, planteamos demostrar que histatina-1 es capaz de
unirse a VEGFR-2 directamente. Es por ello, que, en una primera exploracion,
determinamos la cercania entre estas dos moléculas a través de la microscopia
de fluorescencia. Sin embargo, el limite de deteccion en cuanto a distancia en
ambos fluoréforos es de un maximo de 200 nm aproximadamente. Desde el punto
de vista de interaccién directa, es una distancia considerablemente amplia, por
lo que también realizamos PLA. En su conjunto, los ensayos de IFI y PLA indican
que histatina-1 y VEGFR-2 se encuentran en cercania espacial en células
endoteliales, y que su distancia es igual o menor a 40 nandmetros (limite de
reaccion para ensayo de PLA). Sin embargo, es discutible si histatina-1 pueda
estar activando a VEGFR-2 a través de una liberacion de VEGF-A u otro
mecanismo indirecto al receptor. Ensayos de co-inmunoprecipitacion

demostraron que histatina-1 co-inmunoprecipita en conjunto con VEGFR-2
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(Figura 17), y que ademas tiene afinidad y se une directamente a VEGFR-2 in
vitro, demostrado a través de ensayos de pulldown con ambas moléculas
purificadas (Figura 18). Mas aun, fue posible determinar a través de la
herramienta de pinzas épticas, que la energia necesaria para separar la union
entre histatina-1 y VEGFR-2 es aproximadamente de 20 pN (3,98 + 0,27 Ko T) a
una distancia de 2,4 A, estos parametros indican que es una union débil y
transitoria, pero especifica y directa. Estos parametros son los adecuados para
las interacciones ligando-receptor (Williams, 2014). Ademas, la distancia
concuerda con interacciones descritas entre VEGF-A y VEGFR-2, mediadas por
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas (Brozzo et al., 2012). Surge la
necesidad de explorar técnicas mas apropiadas para determinar parametros de
cinética de unién, como constante de afinidad, de disociacion y la estequiometria,
ya que el ensayo que realizamos es limitado debido a que es clasificado como
ensayo de interaccion in singulo (Sanchez et al., 2022), donde solo se ve
interaccidén 1 a 1. También seria interesante realizar el ensayo de pinzas épticas
utilizando histatina-1F26AY30AY34A y poder comparar el parametro de ambas

condiciones, corroborando lo evidenciado en la dinamica molecular.

Para algunos de los ensayos mencionados, fue necesario utilizar una
histatina-1 modificada con una cola de 6 histidinas, lo que nos permitié hacer
seguimiento de histatina-1 en algunos de los experimentos disefiados en este
trabajo, utilizando anticuerpo anti-Hiss. Esta extension fue afiadida al extremo N-
terminal de histatina-1, ya que sabiamos que la funcionalidad, al menos en
células epiteliales, se atribuye a la seccién C-terminal del péptido (Oudhoff et al.,
2009). De este modo, demostramos que, aunque sea modificada este extremo,
no hay cambios en la actividad pro-migratoria al estimular células endoteliales
(Figura 15A). Asi, fue posible explicar la actividad atribuida a su C-terminal y la
union a VEGFR-2 a través de experimentos in silico. En primer lugar, fue
necesario asignarle estructura a la secuencia de histatina-1 (debido a que ésta

no se encuentra cristalizada), a través del modelado por homologia. La estructura
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modelada arrojé6 una pequefa porcion a-hélice, donde la otra parte de la
secuencia estaba compuesta por random coil. Existe evidencia en dicroismo
circular que concuerda con las descripciones que obtuvimos para la estructura
de histatina-1, donde se muestra que, al someterla a un ensayo de dicroismo
circular al péptido, su estructura es capaz de formar a-hélice con una gran porcion

de random coil (Bolscher et al., 2011).

Luego, los datos de dinamica molecular indicaron que histatina-1 se
mantuvo estable una vez que interactué con los dominios D2-D3 de VEGFR-2.
Estas interacciones se compararon con lo registrado en la cristalizacién de la
interaccion de VEGF-A con VEGFR-2. Los residuos (F26, Y30 y Y34) presentes
en histatina-1 interaccionaron en los dominios D2-D3 de VEGFR-2, segun la
dinAmica molecular, e interesantemente, las interacciones descritas fueron
similares a las evidenciadas con VEGF-A (Brozzo et al., 2012). Al realizar un
analisis de alineamiento estructural, fue posible describir que estos residuos,
presentes en histatina-1, se encontraron en una posicion analdgica a los residuos
F17, Y21y Y25 de VEGF-A que también interaccionaron con los dominios D2-
D3 de VEGFR-2, siendo mencionados como gatillantes de la activacion (Brozzo
et al., 2012). Esto nos permite pensar que el mecanismo por el cual histatina-1
estaria actuando, es a traves de estos residuos, uniéndose a los dominios D2-D3
de VEGFR-2 induciendo un cambio conformacional que deriva en el efecto pro-

migratorio.

Es mas, al realizar la mutacion in silico de estos residuos,
histatina-1F26A/Y30AY34A e perdid totalmente la estabilidad desde el punto inicial
de la dinamica (dominio D2, donde se une VEGF-A), obteniendo interacciones
sin sentido (Figura 13). Ensayos de pulldown con histatina-1 mutada
(histatina-1F26A/Y30A/Y34A) y VEGFR-2 puro, demuestran que la unién al receptor es
totalmente dependiente de estos residuos, lo que conllevo a una pérdida total de

la funcién cuando se estimulé a células endoteliales con histatina-1 mutada, tanto
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en migracion como tubulogénesis in vitro (figura 15). En su conjunto, estos
resultados permiten proponer un modelo farmacodinamico de histatina-1 en la
activacion del receptor VEGFR-2 en el modelo de células endoteliales (Figura
16).

Desde el punto de vista de la interaccion, teniendo en evidencia todos
estos hallazgos, queda la necesidad de estudiar si histatina-1 dimeriza como lo
hace VEGF-A, o si también tiene afinidad por las otras isoformas, como
VEGFR-1, ya que VEGF-A también tiene afinidad por esta isoforma, o VEGFR-3,
isoforma presente en células del sistema inmune como macrofagos y que se ha
asociado a la respuesta inflamatoria (Yamashita et al. 2022). Por otro lado,
también surge la interrogante de si histatina-1 es capaz de unirse y activar a
VEGFR-2 heterodimerizado con VEGFR-1.

En nuestro trabajo, describimos mecanismos farmacodinamicos en las
células endoteliales, células de gran relevancia en la reparacion de heridas, sin
embargo, quedan aristas por resolver en los otros modelos, ya que como
demostramos, la activacion de VEGFR-2 por parte de histatina-1, Unicamente
esta vinculado a células endoteliales. Por otro lado, es interesante cdmo este
péptido es capaz de participar no Unicamente en la modulacion de la
angiogénesis, sino que también en la fase inflamatoria. Durante el transcurso de
este trabajo, fueron publicados datos donde se demuestra que histatina-1 es
capaz de reducir la respuesta inflamatoria de macréfagos estimulados con LPS
(Lee et al., 2021), disminuyendo la liberacion de factores proinflamatorios como
TNF-a, IL-183 e IL-6. En el trabajo de Zheng et al. (2020), modelo de ratones con
herida por quemadura se estimularon con histatina-1, demostrando nuevamente
los efectos antinflamatorios de este péptido, donde se inhibi6 la expresion TNF-
a, IL-1B e IL-6 (Zheng et al, 2020). El impacto que tiene la aplicacién de este
péptido en el campo de la reparacion tisular es alto, y es por ello que surge la

necesidad de responder a estos y otros mecanismos relacionados con
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histatina-1, con la finalidad de hacer un uso adecuado sin efectos secundarios en

los pacientes o sus aplicaciones.

Histatina-1 es una molécula con un alto potencial en el campo de la
medicina regenerativa (Brand et al., 2014; Dijk et al., 2018; Khurshid et al., 2017,
Torres et al., 2018), ya que se ha evidenciado su actividad migratoria no sélo en
células endoteliales, sino que también en queratinocitos (Oudhoff et al., 2008),
fibroblastos (Oudhoff et al., 2009), e incluso favoreciendo la adhesién y
diferenciacion de células 6seas (Castro et al., 2019; Sun et al., 2020). Debido a
sus efectos, se han disefiado modelos de administracion como la adicion de
histatina-1 a sustratos inertes y superficies de titanio (Sun et al., 2020), asi como
en polimeros de hidrogeles (Zhu et al., 2022), con el fin de ser aplicados en
lesiones pertinentes a la reparacion o migracion de células blanco. En trabajos
mas recientes, se ha demostrado que histatina-1 favorece la angiogénesis en
modelos de condicién diabética (Cao et al., 2022). Sin embargo, hay muy poca
evidencia respecto de los mecanismos moleculares y farmacologicos por los
cuales actia histatina-1. Esta informacion es necesaria para fortalecer y
responsabilizar el uso terapéutico al cual se esta destinando a esta molécula, y
gue este trabajo se encarga de aclarar en algunos aspectos, dando asi la

relevancia a nuestra investigacion.

Ademas de las aplicaciones a humanos, también es posible extrapolar
nuestros resultados al modelo animal, ya que existe evidencia de que el efecto
de histatina-1 no estd limitado a la misma especie donde es expresada.
Evidencias en literatura muestran que histatina-1 es capaz de inducir efectos
angiogénicos tanto en modelo de pollo (Torres, Diaz, et al., 2017) como en conejo
(Oydanich et al., 2018), es posible explicar este fenOmeno si la via o receptor por
el cual histatina-1 est4 actuando, es evolutivamente conservado. Precisamente,
el receptor VEGFR-2 cumple con las caracteristicas, ya que modula la

angiogénesis (Abhinand et al., 2016) y también tiene dominios conservados
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(Holmes & Zachary, 2005). De esta manera, las contribuciones
farmacodinamicas de histatina-1 en esta tesis, no Unicamente aportan a las

futuras aplicaciones en humanos, sino gue también en medicina veterinaria.

Histatina-1 Zﬁ)

VEGFR-2
activo

VEGFR-2
inactivo

@ g

Migracion celular Angiogénesis

Figura 25 Mecanismo de acciéon de histatina-1 en la activacion de VEGFR-2. Esquema
representativo de la activacion de VEGFR-2 mediante la unién de histatina-1 con los hallazgos obtenidos
en este trabajo. Histatina-1 induce la activacion de VEGFR-2 mediante la unién al dominio D2. Esta union
es dependiente de la presencia de los residuos F26, Y30 y Y34. Posteriormente, ocurre un cambio
conformacional que induce la fosforilacion de Y801 de VEGFR-2, lo que permite la activacion de vias de
sefializacion que promueven la migracion y la angiogénesis.
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VIIl. CONCLUSION

Histatina-1 es un péptido versétil, debido a su efecto en distintos tipos celulares.
En este trabajo, describimos por primera vez al receptor para histatina-1 en
células endoteliales. VEGFR-2 es activado por histatina-1 a través de su unién
directa en los dominios D2-D3, principalmente por los residuos F26, Y30 y Y34,
induciendo la fosforilacién de la Y801 en VEGFR-2 y desencadenando el efecto
pro-migratorio. Este perfil de unidén es similar a como VEGF-A interactia con
VEGFR-2. Estos hallazgos contribuyen a entender el mecanismo molecular y la
farmacodinamia de histatina-1 en el modelo endotelial, lo cual es una informacion
de gran importancia para dar explicacion a los procesos angiogénicos
evidenciados por estimulos con histatina-1 y su participacion en el proceso de
reparacion de herida. Esperamos que estos resultados contribuyan de gran

manera al desarrollo de este péptido en sus usos farmacoldgicos terapéuticos.
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