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ANALISIS IN VIVO DE LA PARTICIPACION DE PROL4CTINAS E.-..• 
EL PROCESO ANGIOGÉNICO· 

INTRODUCCJON 

1. Antecedentes generales . 
a) Angiogénesis. 
b) Regulación de la angiogénesis . 

2. Antecedentes inn1ediatos 
a) Pro/actinas: nuel·osfactores reguladores de la angiogénesis. 
hJ Pro/actina J6K. 
c) Presencia endógena de pro lactinas 
angiogénesis. 
d) Regulación autócrina de la angiogéncsis por Pf'~s . 

PLAIVTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

HIPOTESJS 

OBJETI~'OS 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

1. l14ateriales 
a) Animales. 
b1 bFGF. 
c) Anticuerpos. 
d) PrQ!!!C!Í'!!!~. 

2. Metodos 
a) Obtención de PRL 16K de rata. 
b) Obtención y purificación de anticuerpos. 

con efectos sobre la 
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e) Bioer.say.• .i<· a11giogé11csis. 
d) Proc<sar.::ozro de cór11eas. 
e) Anáj:s:·.< :· .·:,rograffa. 

RESULT.W05 

J. Bion;s::y: .Je la córnea de la rara. 
2. Cara::u:r::.:ció11 de anricuerpos. 
3. Efec;c, d< anricuerpos sobre la 11eovascularizació11 de la 
rara. 

D/SCUSJOS 

CONCLl... "SI OSES 

BIBLIOGR.lflA 

2 

cór11ea de la l 
l 
! 
i 
l ¡ 
l 

1 
! 

1 ¡ 
! 
j 
' j 



_._..,,:. 
.::,. ... ~-; 

~(_:·:::::-- --·--l 

Antecedentes generales 

e .4ngiogénesis 

r.vTJ~OD.UCCIO}'t,' 

El endotelio está formado por una monocapa de células que limitan la 

de los vasos sangufneos. El proceso durante el cual suceden los 

' ,-.•:ros de formación de una nueva red \'ascular a partir de las células 

! -:.iote I ia I es pre-existentes, se denomina ANGJOGENESJS o 
.'-~Lii'ASCULARIZACJON (/-5). Este proceso es esencial durame las etapas 

;-:."rionaria y fetal para el crecimiemo y diferenciación de los tejidos. En 

; . adulto la angiogénesis se circunscribe a procesos dentro del ciclo 

r;_::iroductivo femenino y a la reparación y cicatrización de tejidos. Por 

<~"ª parre. la angiogénesis es determinante de ciertas patologfas como 

.': •:: la retinoparfa diabética, la gingh•itiS,' la psoriasis, el escleroma, la 

a•rriris reumatoide y las neoplasias. enfermedades que se caracterizan 

p·:-r la hiperproliferación anormal de \'asos sangufneos ( l -7 ). 

La forn1ació11 de capilares es inducida por una gran vaTiedad de 

agentes reguladores que actzían en una serie ordenada de eventos. 

proceso angiogénico se han diferenciado cuatro fases secuenciales: 

J - la degradación de la membrana basal que recubre al capilar. 

En el 

Esta 

ocurre por acción de enzÍl_nas proteo/fricas secretadas por las células 

endoteliales, células tumorales, por macrófago'f, etc., 

2- la prol1jeración de las células endote!iales. 
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3- la migración y asociación del endotelio en estructuras tubulares; y 

4 - la diferenciación final del endotelio capilar media me la producción de 

una_ "!.'~'·e::_ membrana basal (5-J.6) Ffg.} .. 

Etapas de la c.ngiogénesis 

,.:-¡ ~-

Di;es:;tn 
:;-:;:-:-:=:--=.-.a ~.·;·a.=::
::asaJ 

b) Regulación de la angiogénesis 

Fe:-r=-:.2:-:,:., ::'e-! :-=== c.z=::ar 

En la regulación de la angiogén~'-;is participan diversos .tipos celulares 

que generalnzente estan presentes en la vecindad del capilar. Células 

tales como macrófagos. fibroblastos y en su caso particular las células 

:;1.-~:orc!es son capaces de rn.odu!a,~ el ,proceso de angiogénesis a rra\•és de 

nzecanismos parácrinos que involucran la acción de factores capaces de 

afectar la función del endotelio. Por otra parte. las n1isn1as células 

endoteliales son capaces de producir y secretar factores que regulan su 

función de forma autócrina (6-15.22). Aunque la regulacioli de· la 

angiogénesis es fu11dam_entalme11te local, - el proceso angiogénico pued·· a 

su ve= involucrar a las hornzonas. En la circulación se encuentran varias 

hormonas y péptidos con efectos regularorios sobre la angiogén•·.,i.' 

4 
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aunque su acción hormonal sobre el control de dicho proceso está poco 

dilucidado (17-20). 

·-Lá - mayor parre -- de - los age,;res con éfecros - sobre la angiogé11esis 

perrenecen a la fan1ilia de los factores de crecimiento y tienen la 

capacidad de modular en forn1a directa, pero tan1bién indirecta, la 

función del endotelio (J-5,22-24). Dentro de la regulación indirecta, se 

incluyen aquellos factores con efectos quimiorácticos y n1itogénicos sobre 

las células que regulan parácrinamente la angiogénesis. Por ejemplo, el 

factor de crecimiento rransformanre /3 (TGF-/3) s6lo es angiogénico jn rjt·o 

a rrarés de promo1·er la quimiotáxis de macr6fagos hacia la nuera 

es!.-ucrura capilar. y es!inru!ar !'! que estas células i11n1unes se::rer!'n 

factores angiogénicos.(21-32) 

Existe una gran variedad de polipéptidos angiogénicos y 

anriangiogénicos directos. Dentro de los principales factores angiogér.icos 

se incluyen el factor de crecii.lienro básico derivado de fibro/Jlasros 

(bFGF) y el factor de crecimiento endorelial t'ascular (VEGF), que acrzían 

direcran1e11re sobre el endorelio esrin1ulando las diversas fases dé: la 

a11giogé11esis jn vitro e jn "Í''º· Otros factores angiogé11icos i11ciuye1; ai 

factor de crecimiento derit'ado de plaquetas (PDGF), al factor de 

crecimiento epidermal (EGF). a la a11gioge11i11a: al facr¡;re de crecimiento 

rransJOrn1anre a (TGF a;, e1c .. ru,los t:lv:; potentes n:;·r6gen.:;s direc:c;; .:1c.' 

endotelio (7. 25-35). 

La regulación negativa del fenómeno a11giogénico también está 

ampiian1e11re represe11tada. E1:rrE los pép:fdos a1::f:::1:gfogér.fcos n:ás 

5 



···~ -·--- ----... -;.. ..... -.. -
·- { ·'·-· 

-:porranres se encuentra la trombospondina (TSP). el .··.:.-cor 

.;-:ria11giogé11ico derivado del carrflago. el factor 11atriurético arria/ 1 .-\.\!F ). 

la protamina. Estos péptidos son capaces de inhibir direcranll't::c• /a 

-:--oliferación y migración del endotelio, asi-como el proceso- angio_..;,·11ico 

:-:regral observado i..u..J!.b:.t2. (28-40). 

Recientemente Ita sido descrito un nuevo grupo de fac:ores 

_:it."'rtenecie11tes a la familia de las prolactinas con efectos sobre• la 

.:•:giogénesis (41-49). Las prolactinas son péptidos derivados d,· un 

:inico gen con efectos locales y sistémicos muy diversos que incluy.-11 la 

-egu/ación de funciones i nmuno/ógicas. reproductivas. la 

.Jsn1orreg11lació11. el crecimiento y la diferenciación celular. Por otra 

parre. los n1iembros de esta familia presentan diferencias esrrucrura/es 

01 su nzayor parre consecuencia de modificaciones postraduccionalcs rafes 

como fosfori/ación. glicosilación, desamidaci611, agregación y prorccilisis 

·50-55). Fig. 2 

-Q 

n,. ~ l'.:.-i~O ~ü!J1i:rd.ú. f;:rnJ~,.._~ p~_é:--s..'T.a ~~:.o ~~o 
&:!¡-_;.~ce lLI cwoci~Oi.ea~~=-~·c:;c-.";.::.u e r=i'"-~ ~ l.t. ~;e=:.. C:c 

ta prot.:::l-.L. 
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Trabajos realizados en el laboratorio han demostrado la existencia de 

_:"ragn1entos de prolaccina con masas moleculares de 14 y 16 kDa capaces 

::.e inhibir la angiogénesis a través de acciones directas sobre la 

proliferación y adhesit?_'! __ endotelial (41-49 ). Por otra parce, dos prorefnas 

ia proliferina y la prorefna relacionada con proliferina. consideradas 

como n1iembros de la familia de las prolactinas por compartir una alta 

i:omologfa en sus secuencias primarias, afectan la angiogéncsis. La 

proliferina (PL) estimula, micmras que la prorefna relacionada (PRPL) 

inhibe la n1igracic5n de las células cndoteliales y la neot·ascu!arización Lu 

W:.,a.. Ambas prorefnas son producidas y secretadas a la circulación por la 

placenta en diferentes etapas de la gestación. y se ha correlacionado esta 

diferente secreción con la esrimulación inicial, y la posterior restricción. 

de la angiogénesis que ocurre normalmente en la placenta (29.40.50 ). 

2. Antecede11tes i11mediatos 

a) Prolacti11as: nuevos factores reguladores de la angiogénesis 

El descubrimiento de la anf!iogénesis como un nuet·o can1po de acción 

para las prolactinas cuvo iugar recientemente y se deri;·ó d,· estudios 

encan1inados a analizar el nzccanismo de acción de los esrrógenos para,_ 

inducir rumores adenoh ipofisia rios secrerores de pro lactina o 

prolactinomas (51-59 ). Se observó que estos rumores recibían irrigación 

e:\·c/ush•amenre del sistema portal hiporálamo-hipofisiario, como ocurre 

en el tejido normal (60.61 ). Esto implicaba que dichos run1ores podrfan 

escapar del control inhibitorio que el hipotálamo ejerce sobre el nzímero y 
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secreción de las células hipofisiarias que produce11 prolacti11a co11ocidos 

como lacro;ropos. En ·.-fs;a de es;o, se propuso que la irrigación sanguf11ea 

directa. a la hipófisis podrfa contribufr al mecanismo media11te el cual la 

administració11 de estróge11os induce la formaci611 de prolactinon1as (58-

64). Co11 el objeto de ide11tificar a los posibles agentes involucrados en la 

formación de los nuevos vasos sang11f11eos a co11secuencia del rraran1ienro 

co11 estr6ge11os. se exploraron como candidatos a las PRLs y co11 tal 

propósito. se reali=aro11 e11sayos de proliferació11 co11 células e11doreliales 

deril'adas de capilares de cerebro bo1·i110 utili=a11do a la PRL completa y 

al fragn1e11ta an1ino tern1inal de 16 kDa de pro/acti11a, tan1bié11 

denominado como PRL 16K. (47-50,52 ;. 

E11 estos e11sayos se obsen·ó. sorpresivan1ente. que la proliferación 

celular se inhibfa cuando se utili=aba el fragmento 16K y 110 se modificaba 

bajo el tratamiento co11 _1~ PRL completa f45-50J. 

11uevo efecto. dentro de los d<7scritos para las prolactinas. 

b)Prolactina I6K 

Este representaba un 

La PRL l 6K resulta de la moqificación ~proteo/frica de la forn!.a 

n10/ecular predonzinan.re de prolactina. La prolacrina predominante posee 

23 kDa de masa molecular y tres puemes disulfuro que forman dos asas 

laterales-"· una asa inrern1edia de nza_i.:or ran101in. 

La PRL 16K ha sido generada por digesrió11 proteo/frica de u11a 
1 

preparació11 pura de PRL 23K obtenida de la hipóJ7sis de la rara. con 

extractos enzimáticos obtenidos de los tejidos blanco de esta hormona 

8 
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(41-46). Dicho procesamiento proteo/frico se inicia con el corte de la PRL 

de 23 J.:Da (PRL 23K) entre los aminoácidos tirosina 145 y leucina 146 

(43-47 ) . La reducción posterior de los puentes disulfuro de la PRL 

cortada genera dos fragmentos: uno amino-terminal de 16 kDa que 

corresponde a la PRL i6K. - y otro carboxilo-terminal de 7 kDa (40-47). 

Fig.3. La PRL 16K también ha sido generada mediante la mutagénesis 

dirigida del ADN complementario que codifica para la PRL humana . 

Mediante manip"lación génica se introdujo en este ADN complementario, 

un codón de terminación entre los aminoacidos Serina y Lisinal ::!4 • 

Adenzás fue intercambiada la Cistefna5S por Serina para prevenir la 

formación incorrecta de puentes disulfuro (58). El fragmento 16K, ha sido 

ampliamente estudiado y se ha observado que ejerce, aunque 

potencia, muchos de los efectos biológicos de la PRL 23K. 

embargo, como antes se mencionó. el principal interés sobre 

se deriva de su efecto anria11giogé11ico recientemente descrito . 

. NH
2
---..;;.... ______ 16i< 

coo¡-¡------ 7i< 

Fi~. . Prolt:dr.a cor:ad::.. Es.;t=c:=:.z. mor.:-z:.=:c la er.:-..:=!"..::z. ~e h. f'!'C!a=-:i:-.z. 

_co:iz.¿z., E.t sitio ¿e c.c:-:e se :e;::-esc~a.· con c:-..a. line& p:.:::.tez=.a 1'" o:-.::":'e c::.-:.:e 1z. 

i!:osir;a O") 1~5 )'la Je-.:cina (1..) 146 pre.Je:;:~es C:"I &l u.a. r..zyo:. En lz. pc:ci6n i::.!'c..-ior 

ele la 5g-.::a se es;\Jem&tiza.ñ Jos *a~e..-i.tos de 16 y 7.kD:i ée ¡:c$o rnole=.:b: (l~K Y 

9 
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En ensayos realizados ¡.,. ''jtrc e jn ''ivo la PRL J6K inhibe fr1 

angiogénesis (43-52). La pr,•lactina 16K es capaz tanto de inhibir la 

proliferación basal, como de .;batir la proliferación estimulada por bFGF 

de células .. endoteliales. en c:,Jtfro. Este efecto --inhibitorio se observó. 

:·ne/uso después de la adminis:ración del factor de crecimiento endotelial 

»ascular (VEGF ). el cual es un potente estimulante de la proliferación 

celular. En ambos casos la inhibición de la proliferación fue dependiente 

de la dósis de PRL J6K a.lministrada (49). Además. en cultivos de 

células endotelio/es bovinas en matrices de colágeno, la PRL 16K inhibió 

la adhesión celular impidie1;do la formación de_ estructuras tubulares 

semejantes a capilares (44-46 :. Estas acciones directas de la PRL J6K 

sobre el endotelio parecen rraducirse en una inhibición del proceso 

integral de la angiogénesis c>hserl'ado in dvq (44-46). Este efecto se 

demostró nzediante el modelo de angiogénesis de la membrana 

corialanroidea del embrión del pollo (CAM). Embriones de pollo fueron 

incuba(/S y las CAMs tratadas por -18 horas con inzplanres conteniendo a 

la PRLJ6K. La red capilar que rodeaba los implantes disminuyó 

considerablemente. En conr.raste con la PRL J6K, la PRL 23K no ruvo 

En franco apoyo a los efectos de la PRL J6K sobre la función 

endnte!i~! se l:an ider::f/"f~t::!:: cspecificos cs:c 

fragmento hormonal saturables y de aira afinidad en membranas aislada." 

de células _endoteliales derivadas de capilares de cerebro bovino (49 J 

Estos sitios de unión difieren funciona/nzente de los receptores descrito.• 

para la PRL 23K. Estos úlrinzos con1_vre11den tres t(vos a saber. ccirt<• 

mediano y largo, definidos por el tamaiio de su do111inio inrracitop/ásnzin• 

10 
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. ri¡:-1. Los 3 receptores descritos para PRL pertenecen ge11érican1ente a la 

jcr:ilia de receptores para citocinas, dentro de los cuales se incluyen a la 

ht:>-mona de crecimiento y a las imerleucinas (50-69). 

Fí;. 4. Representación esquen1dtica de lo esrrucrura de los rec·c•ptores de PRL4 Se 
con1paran íos di.ferenres donlinios que· con1pone11 cada una de las 
iso.f"orn1as :largo~corro )' n1ediano. Los donlinios rransn1enzbra11ales se n1uestran en 
os,:·uro. Las regiones rayadas corresponden a los sirios de identidad nzayor al 68%4 
Las secciones son1breadas corresponden a sirios con identidad n1oderada. 

El hecho de que ejecros selecril'os de la PRL /6K sean n1ediados 

por receptores específicos, sugiere el que este fragmento de prolactina 

pudiése representar un nuevo factor de regulación del proceso 

angiogénico. La posible participación fisiológica de PRLs en la regulación 

de la angiogénesis. se apoya en la detección de prolactinas endógenas 

capaces de afectar la angiogénesis (67-73). 

c) Presencia 

angiogénesis 

endógena de prolaclinas con efec1os sobre la 

El sitio mas conocido de producción y secreción de hormonas de la 
¡ 

.familia de las prolacrinas es ia ñipójfsis anterior (70-75). Sfr. embargo. se 

11 



sar:- que el gen de la. prolactina se expresa en diversos tc•jidos 

exrr:hipofisiarios a saber la glándula mamaria. el sistema inmu11e. el 

cerero. el 11rero etc. (72-80). 

:.a presencia de formas proteolfticamenre modificadas de PRL. y en 

pancular de la PRL 16K se han documentado en la hipóftsiS. el cerebro y 

la ::rculació (74-86). Asimismo. las enzimas capaces de cortar a la PRL y 

gen ,..ar a la PRL 16K se encuentran en varios de sus órganos blanco. por 

ejenDlo en la glándula mamaria, en la próstata y en el rbíón (55.67,81 ). 

Recientenzente se determinó en el Sistema Nervioso Central una 

nur·a región productora de fragmentos de prolactina con efectos 

an: ~ngiogénicos: el Sistema Hipotálamo-Neurohipofisiario (74.80-82). 

Es:' sistema está consrirufdo por neuronas localizadas en los nl1cleos del 

hi_r::álamo anterior: el supraóprico y el paravenrricular y sus 

¡;-__, a;.ecciones neurohipoftsiariasfig. 5. 

Fig.5.Esquema del Sistema Hipotálamo Neurohipofisisario. Se muestra el corte 
'<coronal a nivel de los núcleos paraventricular (PVNJ )' supraóptico (SON). y se 
muesrran las proyecciones principales de las neuronas nzagnoceiulares hacia Ja 
neurohipófisis 



Este es un sistema neuroendócrino secretor de las hormonas 

vasopresina y o.xitocina, aunque tan1bién se ha den1ostrado en él la 

expresión y secreción de un amplio número de péptidos con acciones 

regulatorias (77, 80-82). En apoyo a la producción local de PRLs por este 

sisten1a se observó que los núcleos paraventricular y supraóptico aislados 

y que extractos ne11rohipofisiarios contienen PRLs de 23 y 14 kDa. Estas 

PRL~ fueron ide1z:tijicadas e11 base a sus determinalltes antigénicos y a su 

actividad biológica en bioensayos específicos (48-50, 76). Más aún, y a 

diferencia de lo que se observa en la hipófisis anterior, en la 

neurohipófisis la .P.RL de 14 kDa es la forma molecular predomiflante (49, 

73). 

La PRL 14K. parece compartir epftopes con la PRL 16K y además 

posee efectos a'2t iangi ogénicos similares. Medios co11dicio11ados con 

11eurohipófisis c11 cultivo, e11riquecidos con la prolactina 14K, it1hiben la 

proliferación de las células e11doteliales en cultivo y ese efecto se 

neutraliza co11 anircuerpos anti prolactina 16K. (48-50, 52). También se 

observó que las prolactinas neurohipofisiarias provenientes de los 

núcleos parave11trzc11/ar y supraóptico son secretadas al medio de cultivo 

de explantes neurolz ipofisiarios n1edia11te un "1ecanismo calcio 

dependiente (Ca+- 2) y que dichas PRLs se pueden localizar en vesículas de 

secreción e11 las terminales neuronales (48). Estos hallazgos han llevado a 

proponer al sistema liipotála1110 neurohipofisiario, como una fuente capaz 

de liberar prolacci,,as con propiedades antia11giogé11icas a la circulación. 

Dadas las caracterLsticas neuroendócrinas de este siste"1a, esta posibilidad 

podría ser real. En franca concordancia con esta conclusión, se encontró 
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que una proteína de 14 kDa con inmunoreactividad de prolacti11a esta 

preseme en la circulación de la rata (47-52). 

d). Regulación autócrina de la angiogénesis por PRLs 

Si bien es posible que PRLs regulen hormona/mente la angiogénesis, 

conzo se n1encionó anteriorn1ente la regulación de este proceso es 

predominantemente local (74-83 ). Se sabe que dentro de esta regulación 

local. las células endoteliales producen y secretan nzuchos de los factores 

que regulan su función .. ~ saber el bFGF. el VEGF y la trombospondina 

(74-79). En este sentido. r""iSu1tad0s obtenidos recienten1ente. permiten 

proponer el 'que YRLs p"!Jdrfan regular autócrinamente la angiogénesis. Se 

ha obsen·ai:io qu.c .. é/···gen de !a prolac~ina se expresa en células 

endoreliales (52). Más azín. las células endoteliales durante su fase 

proliferath•a secretan al medio de culrh·o proteínas con 

inmu norreactividad y· 'bioacth·idad de PRL ( 52. ). Finalmente. dit·ersos 

anticuerpos policlonate,.s y monoclonales anti-prolactina inhiben la 

proliferación basal y eSrfm.ulada por el bFGF de las células endoteliales en 

culrf\·o (43-50). 

éndoreTláles·-· p·;:odiíce1i· ~" secretan . prolacri~zas capaces de esttmular la 

proliferación celular. 

Tc;;¡·~;:dv la angiogénesis 

y que dichas PRLs están presentes en la circulación y que además son 

secretadas por las células endoteliales, se puede concebir la hipótesis de 

que las PRLs endógenas pudiesen participar en la regulación fisiológica de 

la angiogénesis. 

14. 
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PLANTEAMIE~TODELPROBLEMA 

En este proyecto nos propusimos ,;na/izar la· posible participación de 

las PRLs en la regulación fisiológica d.- la angiogénesis. Especffican1enr,· 

determinamos si PRLs con efectos a11ri<1r:giogénicos podrfan contribuír a Ja 

inhibición de la angiogénesis que o.-urre en forma natural en ciertos 

tejidos. 

Una de las estrategias para explc>r,ir esta posibilidad, fue idennficar 

un modelo experimental de ilnfc!iogén,·sis in 1·h·n en el que de formo 

natural no existiera vascularización. o: esre sisten1a intentarían1os i1Iducir 

angiogénesis mediante la adminisn·,1.-ián de anticuerpos específicos 

capaces de capturar PRLs con efecros .111riangiogénicos. Para que diclz" 

modelo fuera operatiYo tendríamos ,¡: .. · obtener evidencias de qu,• las 

PRLs son capaces . .ie acruar en él inhibiendo la formación de vasos 

sanguíneos inducida por agentes anp.ic•.cénicos. E 1 modelo in vi"<> de 

angiogénesis de la córnea de la rara reune esras caracrer(sricas. 

De esta manera. en el pr_esent<' rraba_io se analizó la posible 

participación de PRLs endógenas en la inhibición del proceso angiogénicc• 

de la córnea de la rara. 

Los. modelos más utilizados para el estudio jn vjvn del proceso 

angiogénico son el de la membrana corioalantoidea del embrion del pollo. 

y el de la córnea de la rara (82-97). La membrana corioalantoidea del 

embrión de pollo presenta limitaciones para la evaluación de la respuesto 
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angiogénica que se derivan del grado basal de angiogénesis que ocurre 

normalmente en esta men1brana )' que refleJa la activa 

neovasculari=ación que ocurre en el perfodo embrionario y fetal (83-89). 

Al respecto. la córnea de la rara. presenta claras ventajas ya . que este 

tejido. por estar consrirufdo de un esrron1a con1pleran1enre a1·ascular. la 

respuesta angiogénica obtenida es claramente óbser1•able (83. 95-JOJ) y 

depende exclusivan1e11te de su activación a consecuencia del abordaje 

experimental (82. 85. 89.102.105). En este n1odelo. la inducción de 

nuevos 

células 

vasos sangufneos requiere que el esrfn1ulo sea captado 

endoreliales de la vascularura de la coroides. Las 

por las 

células 

endntelialcs de los vasos que irrigan este tejido niigran de11rro del espacio 

subepite!ial entre el epitelio cor11eal y las células del estron1a, forn1a11do 

un 111ín1erc> de "brotes" largos todos dirigidos hacia la superficie de 

estimulación angiogénica (97. 89. 99-.107 J. Más aú11, dada la ausencia de 

angiogénesis en ella. la córnea consriruye un buen n1odelo para estudiar 

la posible pa.-iicipació11 de PRLs en la inhibición 11arural de la 

angiogénesis que ocurre en el adulto. 

Con la idea de estudiar la _oarricipación de prolactinas en Ja inhibición 

de la angiogénesis que ocurre norn1aln1ente en la córnea. determinamos si 

el bloquee> de dichas PRLs con anticuerpos policlonales y -n1onoclo11ales 

especificas induce angiogénesis en este tejido. Por otra parre en esre 

bi~enECIJº!:' d!''<f',_..,-;,,amn:;- también si la PRL J6K inhibe la angiogénesis 

inducida por bFGF. 
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HIPOTESIS 

Prolacti11as endógenas inhiben la angiogénesis 

en condiciones fisiológicas. 

OBJETIVOS 

L Establecer e implemenrar el modelo de angiogén 

2. Anali=ar en la córnea de la rara: 

a) Si - la PRL 16K inhibe el efecto esrimulatorio del factor de 

crecimiento básico derivado de fibroblastos (bFGF) sobre la formación de 

,-asos sangufneos. 

b) Si 

neur,.ali=ar 

la administración de anticuerpos especificos, capaces de 

!!! ~~~!6.•: ::r::f~1:gicgé1:fc.:: dE PRL.s. inducia la 

neovascularización. 

18 



• 
1 
1 
1 

\ ,·• 

DISENO EXPERIMENTAL 

Uno de los modelos in i•ivq utilizados para identificar procesos 

angiogénicos, es el de la córnea de la rata. Este modelo se facilita para 

este tipo de ensayos dado que la c6r11ea es avascular y en respuesta a 

estfmulos angiogénicos en implantes locales se generan vasos sangulneos 

que la invaden y son observadosfacilnzenre. 

I. Materiales 

a) Animales: 

Se utilizar6n raras macho Wisrar entre 200 - 250 g de peso. 

b) bFGF 

El bFGF recombinanre humano (F/BLAST®-SC/OS) que se utilizó fue 

::. ·donado gentilmente por la Dra. D. Judirh A. Abraham. 

e) Anticuerpos anti-PRL 

c_I) Poiicionaies 

Antisueros anti-PRI 23 y 16K de rara fueron generados en conejo y 

las lgG respectivas aisladas mediante los m'iirodos descritos (Arámburo et. 

ai.). 

c..2) Monoclonales 

- Djrjgjdq'j' cantrq PBL de rqra: 

Anticuerpo monoclonal generado contra la PRL 23K (INN-rPRL-I), 

donado por ei Dr. Perer Berger (Academia de Ciencias, lnnsbruck, 

Austria). 
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D¡n·gjdgs cqncrq Í'BL humgng· 

Anticuerpo monoclonal (IG-8) dirigido .·.•n:a la pro/actina J6K 

por el 

Corporation, Bostón. Massachusetts, EVA). 

recon1bina nte. donado Dr Fredrri.·I.. 

Anticuerpo monoclonal dirigido contra la rRl. 

donado por el Dr. Peter Berger. 

d) Prolactinas: 

Reinhart (Genzyme 

23K, (INN-h368), 

d. I) rPRL 23K: estandar biológico don. 1,¡, • por los institutos de 

Salud de los Estados Unidos (NJH) y utilizada ,,.,,.,, .i:l'l1erar los anticuerpos 

policlona/es especificas y a la PRL J6K de rara. 

d. 2) rPRL 16K: generada en el tal>•" ,1r1•rio por proteólisis 

enzimática. 

d. 3) hPRL 16K: obtenida por mutagém·st.' dirigida Y donada por 

el Dr. Marrial (Universidad de Lieja. Lieja. Bclgica). 

2. METODOS 

a) Obtenci6n de PRL L6K de rata 

La PRL 16K a utilizar como cstandar y la producción de 

anticuerpos espec[Jlcos se obtuvo n 1ediante /a ¡11 ,,,,.,;:;:;;:; de la PR~ dé: 

rata (esrandar B-6 del NJH) con una fracción · u.w1.,·1111u1/ enriquecida con las 

enzimas espec(ficas para cortar PRL de acuerdo t1f método descrito (42-

47). 
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Glándulas mamarias de ratas lactantes fueron extraídas y 

homogenizadas· (politron 10-35 Beckman lnstrumentos, Estados Unidos.) 

en un amortiguador de Tris 0.1 M - sacarosa 0.25 M (pH 7.4). El 

homogenado se sometió a centrifugaciones sucesivas (600 Xg. 3.300 Xg y 

25.000 Xg). Este sedimemo precipitado a 25.000 Xg se lavó, resuspendi6 

en un amortiguador de Tris 0.1 M, (pH 7.4) y se almacenó a -70 oc. La 

concentración de protefna en dicho sedimento se determinó mediante el 

metódo de Bradford (~3, 48). 

La prolactina de rata se incubó con la fracción subcelular de la 

glándula mamaria (50 µg ·de PRL120ug de protefna de la fracción) en un 

amortiguador de Citrato-fosfatos 0.1 M (pH 3.4), durante 3 horas a 37oc 

en agitación constante. Bajo estas condiciones toda la PRL 23K es 

procesada hacia la variante cortada. Dado que las otras proteínas 

presentes en el extracto están unidas a n1en1branas, éstas se separan de 

la PRL cortada mediame centrifugación. 

La ?~ conada se conce1;:r6 y se reduje ::::::: 2-/3-mercaptoetanol 200 

m.~ _. peo~reriormente s:e neurrali=ó con /'.'a2HP03. Los fragmentos de 16 y 

7 kDa de la prolactina se separaron en una columna de Sephadex G-50-

150, empleal1do como amortiguador.-de elución bicarbonato de an1onio 0.1 

... ~ :¡;:e :-:-.-::fe!:e 2-tt?e~-::-ac-proeranol 200mM pH 7.8. Las fracciones 

colectadas se analizaron n1ediante electroforésis y las que contienfan el 

fragmento de 16 K se diali=aron a 4ºC para remover ei mercaproeranoi. 

Finalmente las fracciones se alicuotearon y conservaron a -70°C. La 

pur.:=c; .::L-;r.;::.or.::-a:-:'6.: de la~ fraccones de PRL 16K se determinó 

n1ediante electroforésis en presencia de SDS y densitometrfa. 
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b) Obtención y purificacitin de anticuerpos 

Los anticuerpos jueron generados siguiendo el método reportado 

(Ardmburo et.al ). Se preparó una emulsión del inmunógeno mezclando 

100 µg de la muestra de PRL con 3 volumenes de adyuvante completo de 

Freund {por animal) y se inyectó en el ganglio poplftt•o de conejos Nueva 

Zelanda blancos. Posteriormente se inocularon refuerzo ... los días 30, 60, y 

90 por vía intredérmica (dorso del animal), inyectando 50 µg de la 

hormona emulsificada con adyuvante incompleto de Freund. Se tomaron 

muestras de sangre los días 15. 45. 75 y 105. Las respuestas inmunes de 

los aninzales se anali=aron mediante Radioinmunoanálisis (RIA). Los R/As 

fueron establecidos marcando PRL 23K ( estandar para yodación, NJH) y 

PRL l6K con 125¡ y desplazando estas proteínas unidas a los antisueros 

respectivos. con 

títulos de los 

concentraciones crecientes 

anticuerpos específicos se 

de PRL 23K y 

analizaron en 

sangrados. El últin10 sangrado se obtuvo por punción cardfaca. 

16K. Los 

los diferentes 

Obtenidos los anticuerpos, el aislamiento de las inmunoglobulinas 

(/gGJ se ñi::o a través de una columna de inmunoafinidad construída con 

sefarosa acoplada a proteína A. dii acuerdo al método reportado (48). El 

monta_ie de la columna se realizó en buffer de fosfatos 0.1 M pH 8. Cada 

uno se los_ sueros se dejó incubando en la columna durante 2 horas. 

Posteriornzente se iavó la culiin1na e! .9niS.~O buffer y se tomaron 

lecturas de absorbancia en el espectrofotómetro, para tenerlas conzo 

referencia de la cantidad basal de proteínas. Las JgG se despegaron con 

amortiguador ácido acético 0.1 M I NaCl 0.15 M. Las fracciones se 
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colectaron en tubcs con amortiguador básico para neutralizar. De acuerdo 

a las lecturas de absorbancia, se colectaron las fracciones con JgG y sc-

diali=aron y con_·e11traro11 (20-30µgl µ 1). Posteriormente se valoraron tas 

propiedades de unión al antfgeno respectivo y la especificidad de cada 

grupo de JgG nzediar:te Western blot. 

e) Bioensayo de angiogénesis 

Se estableció en el laboratorio de acuerdo al método reportado (40). 

Las sustancias a bioensayar se incluyeron en el poUmero 2-poli-hidroxil 

etilmetacrilaro ,, Hydron (lot. # 90005, Interferon Sciences, Inc .• New 

Brunswick. N.J. ). Las muestras se prepararon bajo condiciones estériles 

disolviendo el. polímero en etanol al 95% ( 12% plv) a temperatura 

anzbiente. Volzímenes iguales de Hydron y de muestra fueron 

combinados en superficies estériles y n1antenidos a 4ºC. 

se corró en 8 parres de aproximadamente 0.5 mm2. 

Cada implante 

Con ayuda de un microscopio estereoscópico (l\'ikon 104) y 

utiiizando una aguja hipod{rmicc;; co1: bise! de 27xl3 mm se hizo un saco 

en el_ estroma de la córnea. sin atravesarla, del tamaño de la punta del 

bisel. a una distancia aproxinlada de lmm del lfmite entre la esclerótica y 

ta cornea f íimi:Jo) de,· ojv. l..:r.c ;·e= !:ec!:c e! sacc>, se colocó 118 del 

implante·· hasta el fondo del· saco con la ayuda de unas pinzas finas, 

dejando el borde e:•:terior libre para que el saco sellara nuevamente. 

d) Procesamiento de córneas 
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Seis días después de hecho el implante, se sacrificaron las ratas y se 

procedió a extraer los ojos para fijarlos en paraformaldehfdo 4%, 

glutara/dehfdo 1.5% en PBS 0.1 M, pH 7.2-7.4 durante 1 hora. .4 

continuación se disecaron las córneas y se tiñeron en presencia de 0.05% 

de diaminobencidina y 0.01 % de peróxido de hidrógeno en PBS 1 M ( 31), 

que al reaccionar con la peroxidasa de /os eritrocitos da una coloración 

café donde estos se localizan, permitiendo asi. visualizar la red capilar. 

Posteriormente se realizó la deshidratación del tejido, incubando por dos 

periodos de 15 minutos cada uno. en alcoholes de diferentes grados de 

dilución (60o/c. 70%, 80%. 90% y 100%) y finalmente con xi/o/. Las córneas 

se nzontaron sobre porta-objetos cubiertos con resina (permount) y un 

cubre-objetos. 

e) Andlisis _,·fotografía 

Las foros de las preparaciones se tomaron con un sistema fotográfico 

acoplado al microscopio estereoscópico (Nikon-Fx-45 WA) bajo 

amplificaciones lx y 3x. Se descarraron todas aquellas córneas que al 

momenro de ser analizadas carecfar. de implantes y aquellas en las que la 

vascularización abarcaba indiscriminadameme toda la córnea. 

Las inidgenes a·.: ,·as c.5rr.,;.;.; ;:;!;~c.-;·:::da.t: al estereosco .. oio .. fueron 

adquiridas y digitalizadas en una computadora Macintosh y evaluadas 

mediante el programa de análisis de imágenes (Jmage INH). Se estableció 

un área fija de 2mm2 circunscrita a la zona del implante y se realizó la 

cuan<ificac1on de ias respuesras det.:rmfnündn la absorbancia del área 

establecida. Esta incrementó en presencia de vascularización. 
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Las diferencias enco1itradas entre los diferentes grupos se evaluaron 

mediante la aplicación de pruebas estadísticas apropiadas (ANOVA, t

student. X2 ), seguidas de comparaciones post-hoc. 

Se establecieron como criterios para el•aluar las respuestas de 

angiogénesis positivas: 

1. q_ue los vasos sanguíneos estuvieran en la zo11a del impla11te y en 

fra11ca predominancia con respecto a los localizados en las zonas de la 

córnea distantes a dicho implante. 

2. que los valores de absorbancia positil•os correspo11diera11 cua11do 

menos al doble de Jos \•a/ores obtenidos para los respectivos co11troles 

utilizados. 
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RESULTADOS 

l. Bioensayo en c6rnea de rata 

El bioensayo se validó a través de su capacidad de detectar 

respues:as angiogénicas cuyo grado fuese en función de la dósis 

admini.<:rada de bFGF. Asimisn10 se determinó que las respuestas 

angiogozicas no especificas fueran consistentes en los grupos testigo 

utilizad.>s. Asf la aplicación del implante solo (hydron). permitió 

descarr.;r la posibilidad de un artefacto a consecuencia del polfmero 

mismo o del procedimiento quirúrgico fig. 6a. En forma similar, la 

aplicación de implantes conteniendo albúmina de suero bovino (ASB) en 

concenrraciones comparables a las dósis airas de las protefnas problema 

no aun:cntó significativamente la incidencia de angiogér1esis. En todos los 

casos h1 incidencia de angiogénesis no especifica osciló entre un 10-JSo/c 

(fig.6). 

En contraposición a los testigo, la adminisrración de diferentes dosis 

de bFGF indujo neovascularización en el 90% - JOOo/o de los casos a partir 

de la dosis de 125 ng de FGF (Fig.6). El grado de la respuesta angiogénica 

medido a través de la absorbancia del área capiiar mosrró diferencias ;;r. 

función de las distintas concentraciones del bFGF. Las figuras 6a y 6b 

ilustran diferencias significativas observadas tanto con respecto a los 

grupos testigo, como entre diferentes dosis utilizadas de bFGF. Los 

resultados del análisis esraciísrico se muestran al pie de la figura. Estos 

resulrados Yalidan la capacidad y confiabilidad del ensayo para 



--· d~o.'érminar y cua!:~ificar efectos angiogénicos. En la figura 7 se .. ilustran·:--·-

casos represenrarfro.' de las respue$tas obtenidas. 

Evaluación del grado 
de angiogénesis producida por 

diferantes dósis de bFGF 
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Fligura • Anál:sis ce:-:sito¡,¡é:rico C:e la respuesta angiogen1ca de la 
córnea ;:'.lroo'ucida por désis c:-e:::ier.1es de bFGF. Las unidades de densidad 
6ptiea (DO) se d'eterr.-i::iarcn en una área (2.3mm) circunscrita a Jos 
i~pla:-:tes. Es:os valeres fueron cor.;;::iarados contra una curva de 
-----··---·..:.•• _ .... c::. .. -c_ ....... ~---··--.:.·-:-.... c .. .:;..,_ ...... ·-.;:. . !:::' a::as 
absorbencia en las áreas corne=ales analizadas para cada uno de los grupos 
control {ASS) y ·experimentales. También se ilustra el error es1andar. Los 
i"'h:rrncros sobre 1c:~ !:;;a:;as ;;-;.=':=a:-. e: :;~;-;-;e::: ;:e ::as=:; ;::;;~:;!:~!:::.e.:::s. 

F, 7.7•47. i A NOVA, pcst.hoc.Scheffe "P<0.0001, •• P<0.0278 vs. grupo 
testigo. 
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Incidencia de angiogénesis en.respuesta a 
diferentes dósis de bFGF 
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Figura 1. Número de respuestas positivas de angiogénesis como 
¡:;o;.:;s;;!aje de! !.:;!a! de cas~s analizados ~0/o de incidencia dv angiogénesis) 
en respuesta a diferentes dósis de bFGF. ASB representa el grupo testigo 
tratado con albúmina· sérica bovina. Los números sobre las barras indican 
el cociente entre el número de casos positivos y el número total de cases 
analizados. 
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2. Efecto de la PRL 16K sobre la estimulación de la 

angiogénesis inducida por bFGF. 

Teniendo en cuenta que fragmentos moleculares de PRL de 16 y de 

14 kDa inhiben la angiogénesis jn vjcra observada en efectos directos 

sobre la migración, asociación y proliferación de las células endoteliales, y 

que estos efectos jn virro parecen traducirse en una inhibición del 

proceso integral observado jn vjvo, procedimos a deterniinar si las PRLs, 

específicamente la PRL 16K. inhibe la formación de nuevos vasos en la 

córnea. Esta demostración reforzarfa la posible acción de PRLs sobre el 

control de la angiogénesis en este tejido. Con tal propósito deternzinamos 

el efecto de este fragmento de PRL sobre la vascu/arización inducida por 

125 ng de bFGF. En dos experimentos independientes y en confirmación 

a los resultados antes mencionados (fig.8) el bFGF indujo angiogénesis en 

el 100% de los los casos analizados. La administración conjunta de bFGF 

con PRL 16K (3 µg) disminuyó en un 25% el nú~ero de respuestas 

positivas de angiogénesis (fig. 8). No sólo se demostró una inhibición en 

el número de respuestas angiogénicas sino también en el grado de 

angiogénesis de las respuestas observadas. La figura 9 muestra casos 

representativos que ilustran el que la PRL 16K disminuyó el área .capilar 

inducida por bFGF. Estas diferencias fueron signlficarh·as cuando se 

promedió la absorba ncia asociada a los capilares de grupos 

En apoyo a la especificidad de este efecto la, PRL 23K di/ufda y 

concentrada en forma similar a la PRL 16K, no mostró ningzín efecto. Más 
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Efecto de PRL 16K sobre el grado de 
anglogénesls Inducida por FGF 
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FIGURA · . Cuantificación del efecto de rPRL 16K sobre ·fa 
anglogénesis inducida por bFGF en la córnea de las ratas sumando 
todos los casos de los dos experimentos hechos. • P<0.0001 vs. FGF. 



a) Antisueros anti PRLs de rata 

La presencia de anticuerpos en los sueros se valor6 mediante los 

radioinmunoanálisis respectivos. 

altos de anricuerpos específicos. 

Ambos antisueros presentaron títulos 

El anti PRL 23K mostr6 un tftulo óptimo 

de trabajo de 1 :10.000 al tiempo que el anti PRL 16.F.: fue de 1 :5000. Los 

RIAs específicos mostraron que ambos anrisueros reconocen a las PRLs 

con una EC 50 de 2 ng. (figs. 10,11). 
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aún resultados preliminares co11 PRL 16K humana recombinante también 

i11hibiero11 la respuesta angiogénica del bFGF. 

Estos hallazgos indica11 que la neovascularización de la c6r11ea puede 

ser inhibida por PRLs y por lo tanto apoya11 la posibilidad de que las PRLs 

co11tribuyan a la falta de a11giogénesis en dicho tejido. Esta posibilidad 

fue sometida a prueba mediante el uso de anticuerpos anti PRL poli y 

monoclonales. Además, algunas evidencias acerca de la posible 

participación de las PRLs en la regulación fisiológica de la angiogénesis 

· SQn la presencia de receptores para el fragmento 16K en el endotelio, y en 

la presencia de PRLs con efectos directos sobre la angiogénesis en lo 

adenohipófisis. en la 11eurohipófisis, e11 la circulación y en el endotelio. 

Estos resultados corroboran el efecto antiangiogénico de la PRL J6K 

sobre el proceso integral de la angiogénesis observado jn vjvo. Más aún. 

estos halla=gos son consistentes con la P&,_ 1bi/idad de que PRLs similares a 

la 16K participen en la inhibición natural del fenómeno y que por tanto se 

asocien y10 represenre11 a las capturadas por los anticuerpos capaces de 

producir angfogénesis. Asinzismo. el anticuerpo monocionai dirigido 

contra la PRL 16K humana si bie11 fue el más efectivo para incrementar la 

incidencia de a11giogénesis, no reconoce a la PRL 16K de rara al n1enos e11 

Sc1.i imponanre a-erernunar si ia 

ausencia de reconocin1iento de este anticuerpo por la PRL 16K de rara se 

mantiene bajo condiciones más parecidas a las del bioensayo vgr., cuando 

la estructura tridimensional de la PRL no esté alterada, por ejemplo 

realf=ando pruebas de radioinmunoanáli~is o de Eiisa, en ias cuales no 

existe la desnaturalización proteica subsecuente a los lVesrern blots. 
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FIGURA · . Cuantificación del efecto de rPRL 16K sobre la 
anglogénesis Inducida por bFGF en la córnea de las ratas sumando 
todos los casos de los dos experimentos hechos. • P<0.0001 vs. FGF. 
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b) IgG policlonaüs anti PRLs de rata 

Para aumenr.;r la conce11tració11 y pureza de los a11ticuerpos a11ti PNLs 

y poder aplicarfrs directamente en la cór11ea de la rara. se procedió a 

purificar las IgGs de los a11risueros ge11erados. Dichas JgGs se utilizaro11 

e11 rangos de .J2 alO ug por impla11te, similares a las ca11ridades 

utilizadas por orros autores e11 este ensayo (95,97.I00.105,J14,116). La 

inmunoactividad especifica de estas IgGs se co11firmó n1edia11re Western 

blor. Las JgGs ,;e ambos anrisucros reconocieron ra11to a la PRL 23K como 

a la 16K, no así a una conce11tració11 equivalente de albúmina de suero 

bot•ino (figs .. 10.J j J. Por otra parte, las lgGs aisladas en forma similar del 

suero prei11munc· de estas co11ejas 110 reco11ociero11 a dichas PRLs 

(Figs.10.11 ). 

c) Anticuerpos monoclonales 

Todos los a11ricuerpos monoclonales usados fueron previame11re 

caracterizados como específicos para PRLs por los respectivos do11a11tes. 

En este estudio corroboramos su i11mu11orreactividad co11 las PRLs de 

rara mediante Western blors (fig.12). Particularme11te, nos interesó 

dererniinar si aquellos generados contra la Jzornzona hunzana reconocían a 

!~s PR.Ls d!? la rara. dadas las d(ferencias estructura/es que existen entre 

las PRLs de ambas especies (55,80.B6). Observamos que el anticuerpo 

anti rPRL (JNNJ) reconoce tanto, a la rPRL 23K como a la 16K, y que los 

dos anticuerpos monoclonales anti PRL humana (3ó8 y 1G8) reaccionan 

con la PRL 23K pero 110 con la PRL 16K de rara (Jlg.12). 
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Caracterización de anticuerpos 
anti PRL monoclona-les 

A. Anti rPRL 23K (INN-1) 8. Anti hPRL 23K (368) C. Anti hPRL 16K (IG-8) 
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FIGURA 6. \'vestern blots ce mezclas de diversas concentraciones de PRL 
23K y 1 SK de rata marcados con anti PRL monoclonalé·s (1 :5000) de rata (A) .
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3. Efecto anticuerpos anti PRLs de 

neovascu/arizaciór. en la córnea de la rata 

Se implantar.»1 córneas con JgG aisladas de /os anticuerpos anti PRL 

23K Y 16K y s:· evaluó su efecto sobre la incidencia de angiogénesis. 

definida ésta. co.,.10 el porcentaje de respuestas posiril'as de angiogénesis 

en relación al to:al de casos analizados. La administración de anticuerpos 

anti PRL 23K (7µg) aumentó significativan1e11tc la incidencia de 

angiogénesis (38.8%) por sobre la angiogénesis basal (/3.6%) en respuesta 

al vehfculo solo 1Hydron) o a la observada (9.5%) en respuesta a las /gGs 

-(8µg) preinmunes afsladas de la misma coneja (fig.13). 
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La administración de anticuerpos anti PRL16K incrementó tan1bién el 

número de respuestas positivas de angiogénesis (20.8%) si bien dicho 

aumento no fue significativo, la administración de los anticuerpos 

monoclonales anti PRL se asoció en apoyo a la especificidad y a la 

validación de estos efectos, con una tendencia a increnzentar la incidencia 

de angiogénesis (fig.14) El efecto más claro lo mostró el anticucrpe> 

monoclonal anti PRL 16K humana donde el aumento sobre la incidencia 

de angiogénesis (68o/o) fue significativo (26%) por sobre el nivel de IgGs 

preinmunes de ratón (fig.14). Con los otros dos anticuerpos monoclonales 

el aumento no fue muy signiji"cativo (jig. 14 ). La figura 15 muestra casos 

representativos que ilustran el grado de angiogénesis de las respuestas 

positivas inducidas por los anticuerpos anti PRLs. 
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El hecho de que la administración de antic1u·rpos anti PRL 

incremente el núrnero de respuestas angiogénicas en la córnea de la rata, 

apoya la posibilidad de que la captura de PRLs endógenas por dichos 

anticuerpos se asocie con una estimulación del proceso angiogénico. La 

especificidad de este efecto de los amicuerpos se apoya en la falta de 

efecto al utilizar concentraciones similares de JgGs preimmunes tanto poli 

como monoclonales. as( como en la falta de efecto de concentraciones 

similares de una proteína no especifica (ASB). Estudios están en proceso 

para validar la efectividad del efecto de dichos anticuerpos en presencia 

de PRLs exógenas inhibidoras. 

Así, estos hallazgos pueden sugerir la posibilidad de que PRLs 

endógenas con efectos inhibidores sobre la angiogénesis pudieran estar 

contribuyendo a determinar la ausencia de vascularización obsen·ada en 

la córnea. Este punto será retomado en la parte correspondiente a la 

discusión. 
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DISCVS/ON 

El objetivo de este estudio fue analizar la posible participación d'• 

PRLs e11 la regulación fisiológica de la angiogénesis. Esta hipótesis se 

encuentra sustentada en diversas evidencias experin1entales que 

basicamente incluyen por una parre. la den1ostració11 de que ciertos 

miembros de la familia de las PRLs i11hibe11 el proceso angiogénico 

(45,52,73), y por otra, el que estas PRLs con efectos antiangiogénicos 

estan presentes endógenamente (52). 

Una estrategia para validar si el efecto anti6ngiog¿nico de las PRLs 

podría ocurrir en condiciones fisiolúgicas se apoya en la den1ostració11 de 

que el fragmento de 16 kDa de la PRL i11hibe la angiogénesis jn t1jvo, es 

decir en las condiciones fisiológicas más prtíximas. 

A este ~-~specro, en un estudio prel'l·o se denzostró que la PRL 16K 

mas no la PRL completa de 23 kDa ele peso n10lecular, inhibe la fornzación 

::le capf!ares sanguf1:eos e" !a n!e"!!>rana corioalantoidea del en1brión de 

pollo (CAMJ (41 ). En esta nzembrana con10 en el resto del en1brió11 la 

angiogénesis ocurre acth·a111ente y es deternzinanre de su crecinziento y 

diferenciación. 

En este estudio confirmamos el efecto inhibitorio jn vjvo de la PRL 

16K utilizancto q_tro n1octeio de angiu¿;.!nesfs, e,' de . -
"' c6rnca de !.:; 

Este e11sayo, a diferencia del de la CAM. es un ensayo homólogo en el que 

uti/izanzos PRLs _-..: anticuerpos anti PRLs de rata y humano. En el modelo 

de la córnea, por estar fornzada de un estroma totalnzente avascu/ar, la 
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• 1 bte11ción de una respuesta positiva se <'t1nsidera con10 una den1ostración 

,·onvincente de una verdadera neovascularizacit"i11 (83, 87-98). 

Dado que en el adulto existen ujidos completamente avasculares 

como son el cartflago y la córnea, y los eventos de neovascularización se 

cncue11rran i11hibidos en la mayoría de los casos, exceptuando procesos de 

inflamación y/o reparación de tejidos o durante la regeneración del 

endometrio en la mujer. el modelo de la córnea de la rata podrfa ser 

tomado como ejemplo natural de una inhibición local de la angiogénesis, 

que pudiese ser extrapolado a lo que sucede localmente en el adulto. La 

razón por la cual se da esta avasculari=ación se desconoce y se ha 

in1plicado en ello el aumento de factores inhibidores, o bien la 

disminución de factores estimuladores de la angiogénesis. o ambos. 

En nuestro e11sayo de angiogénesis en la córnea de la rata. la 

formación:_ de vasos sanguíneos fue estimulada por la adnzinisrración de 

un factor angiogénico muy bien caracreri=ado: el factor de crecimiento 

básico derivado de jibrobias;os o bFGF. De tal manera. nuestros 

resultados den:os:raron. por primera vez. que la PRL 16K de rara es capaz 

de antagonizar el efecto estimulador del bFGF sobre la formación de 

capilares jn vjvo. E11· apoyo a- la especificidad del efec;_to. la PRL 23K de 

rcrra r.v ;;;.';;!:;;·;; != .·:~~ .. º!';!.!'!:!Llarización inducida por el bFGF. y resultados 

prelimi11ares muestran que la PRL 16K huniana tie11e el mismo efecto 

inhibitorio que-la PRL 16K de rata. 

Es probable que :: .•:!!!gonisnzo involucre una acción directa sobre 

el e11dotelio. Ya se denzostró que in t"jrro, e11 cultivos de células 
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endoteliales sobre matrices de colágena. la PRL 16K inhibe cada una de 

las etapas de la angiogénesis (41 ). Además. el efecto inhibitorio de la PRL 

16K es directo. y no antagónico a nivel del receptor de bFGF porque se 

observó que existen sitios de unión específicos. saturables y de alta 

afinidad para este fragmento en membranas aisladas de células 

endoteliales. y el bFGF no compitió por este sitio de unión (43 ). 

Por otra parte, la cascada de seiialización desencadenada por los 

receptores clásicos de PRL requieren la formación de un complejo 

. di'!1érico entre los receptores y el ligando_ (80,85,104,113,116). hecho que 

implica el reconocimiento de dos sitios de unión en la hormona. Se ha 

demostrado que el mecanismo de acción de la PRL involucra la activación 

de proteínas de la familia de las rirosinas cinasas denominadas Janus 

(JAK) (50.54.80.107.115,) y de proteínas cinasas denominadas MAPK. Sin 

embargo. es poco lo que se sabe acerca de la transducción mediada por el 

rec;__,Dtor de la PRL l 6K. Recientemente se ha reportado que la interacción 

de la PRL 16K con su receptor. inhibe la fosforilación y la consecuente 

activación de la MAPK en respuesta al factor de crecimiento vascular 

endoteiial (FEGFj y que dicho e-.·en;o ;:s distal a la fosforilación del 

receptor a este factor de crecimiento presente en las células endotelia/es. 

Además. suguieren que la activación de MAPK es esencial para la acción 

media el efecto anriangiogénico de la PRL 16K (53. 114.117). 

Por otra parre. el efecto inhibitorio de la PRL 16K sobre la 

angiogénesis de ia córnea es consisren;e con la propuesta de PRLs 

presentes en este tejido podrían contribuir a su avascu/aridad. La córnea 
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de la rata por tanto, se presenta 1:omo un n1odelo ideal para estudiar 11 1 

posible participación de· PRLs t•n la inhibición natural del procr·'" 

angiogénico. 

La estrategia al respecto fue administrar anticuerpos anti PRL 

especfficos, capaces de neutrali=•,,. la acción de las PRLs endógenas y 

presumiblen1ente con ello, producir angiogénesis. Para establecer la 

especificidad de los anticuerpos. tuvimos en cuenta dos criterios: 

1 . que los anticuerpos policlo11ales no reconocieran a otras protefnas 

inespec(jicas, y 

2. que los anticuerpos monoclonales dirigidos contra las PRLs humanas 

reconocieran a las PRLs de la rara. 

Si bien, en este bioensayo el uso de estos anticuerpos tanto 

policlonales como monoclonales apoya la hipótesis de la presencia de 

Pf' Ls endógenas que se encuentran de alguna fornza i11hibiendo la 

forn1ación de vasos en la córnea. hecho que se demuestra por la tendencia 

a estimuiar ia neovascuiarización ciaranzente signiJí'cativa en dos casos. 

éste no nos permi!e discernir el tipo de PRL que pudiese estar mediando 

este efecto. Dado que las proteínas en solución exponen epftopes que 

pueden ser idei1tificados .. por sus anticuerpos de -fornza distinta a como los 

,,,... .............. .or •• '9 

·- r. - --···- e! 

condiciones desnaturalizanres de un anticuerpo anti PRL 23K unicamente 

a su antfgeno especifico, no implica que 110 reconozca a Ja PRL J6K o a la 

PRL 14K. Además debido a la carencia de w1 anticuerpo dirigido contra la 

Por~fór: corbv.-::f!c :e~-::-::"n:=! de !e: PRI- !6K. es aún r.:as df.ffci! discernir a 

cual PRL esran reconociendo estos anticuerpos. 
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Exisren orras evidencias que podrfan apoyar la posible participación 

de las ?RLs en la regulación fisiológica de la angiogénesis como es la 

presencia de PRLs con efectos directos sobre la angiogénesis en la 

adenohf;>ófisis, donde se ha identificado a la PRL 16K,- en la 

11eurohirófisis, enriquecida con la PRL 14K (48),- en la clrculación, donde 

se han detecrado a estas dos variantes (48, 52.55,),· y, finalmente, de 

acuerd<' a observaciones recienres de nuestro laboratorio, se demuestra 

su produ,·cion por las células endoteliales (52)-

Ahc,ra bien. la demostración de la existencia de PRLs endógenas que 

pudiesen estar participando en el control i11hibitorio de la vascularizació11 

de la córnea. implica necesariamenrc la ide11tificación del orfgen de dichas 

PRLs. Si bien, en la circulación se ha identificado a las PRLs de 16 y 14 

kDa. que tienen acciones directas sohre la a11giogénesis. su acceso al ojo no 

es claro. y es menos facrible. Sin embargo. a nivel local, se ha reportado 

la prese11cia de la PRL en las lágrimas. y que dosis altas de PRL 

i11cremcntan la acrh·idad de Na+. K+ - ATPasas que influyen sobre la 

capacidad secretora de la glándula lacrimal. además de haber observado 

la presenc.ia de p.rorefnas tipo PRL inmunorreacrivas, en las células 

acinares de la glándula lacrimal de humano. de rata y de conejo, pero las 

implicaciones fisiológicas de la producción local de PRL vgr. posibles 

Por su parte, /as células de los epitelios interno y exter110 de la 

cór11ea riene11 como función principal la produccion de la marrix 

extracelular que conforn1a la córnea y ci n1anrenimiento de una correcta 
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permeabilidad, este último factor, co11tribuyl' Y de tern1ina la 

tra11sparecia de la córnea (117-125), y pudiera ... rr probable que estas 

células estU\'iesen produciendo estas prorefnas tipo PRL que son 

capturadas por los anticuerpos utilizados en este bioensayo. 

Otra de las posibles fuentes productoras de PRLs podrfa ser la retina. 

La retina. produce factores angiogé11icos como el factor de crecimiento 

endorelial vascular (\l'EGF), que en condiciones patológicas. debido a que 

es un factor di.fusible, estimula la producció11 de vasos sangufneos aú11 

hacia las cámaras inter11as del ojo ( 119-123 ), y teniendo en cuenta que 

debe existir u11 equilibrio vascular, es posible, que sea la PRL uno de los 

probables mediadores de este balance. 

Finalmente. una última posib/idad. au11que ral vez menos favorecida, 

es que dado que los vasos de donde pro\'iene la neovascu/arización se 

localizan pri11cipalmenre en la coroides. pudiera ser que pése a los bajos 

niveles de PRL circulante, ésta pudiese ser captada por el endotelio y 

procesada proreolfrican1ente a una variante a11riangiogénica, o que sea la 

PRL producida por el cndo:c!io la que renga estos efectos. Sin embargo, 

pudiese ser que la PRL identificada en la glándula lacrimal renga algún 

efecto sobre este meca11ismo inhibitorio. Además. tampoco se descarta la 

pos1bri1áac:i áe qtct: --- '---: .. ,.,,,. r-'' ........ L4 ............. ... C(l>n .. '!la rri n1P ntos del o_io 

con10 son el hun1or vftreo ylo el humor acuoso, o en los tejidos mismos 

(cór11ea. retina, iris), y serfa inreresa11re identificar la presencia o no ae 

PRL en estos sirios, y de existir, intentar discernir su pape/fisiológico. 
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CONCLUSIONES 

1. El bioensayo de la córnea de la rara se estableció en el laboratorio 

com<' modelo experimental de angiogénesis jn-vjvo. Dicho n1odelo fue 

validado para detectar bajo condiciones operacionales satisfactorias que 

permiten valorar y cuantificar respuestas angiogénicas especificas en 

función de: 

a) Niveles de angiogénesis bajos en los grupos testigo reproducibles en 

todos los e;;i.perin1entos. 

b) Efectos dósis dependientes en respuesta a la acción dt• un factor 

angiogénico conocido (bFGF). 

2. La PRL 16K de rata y humano inhibe la angiogénesis inducida por 

bFGF. Este halla=go demuestra por primera ve= j11-vi1·c1 el efecto 

antagónico de dicha PRL sobre /a acción estuimulatoria ele/ bFGF y 

confirma hallazgos previos sobre si acción inhibidora de la angiogénesis 

in-·.-f·.·r-. 

3. La administración de a1rricuerpos especificos policlonales y 

incidencia de angiogénesis. Este efecto parece ser especifico en virtud de 

que concentraciones similares de anticuerpos preinmunes Y de protefnas 

inespeclficas no nzodificaron la incidencia basal de angiogénesis. 
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