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INTRODUCCION . .. .

N Antecedentes generales

< Angiogénesis

El endorelio estd formado por una monocapa de células que limitan la

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

suros de formacién de una nueva red vascular a partir de las células

¢~Jdoreliales pre-existentes, se denomina ANGIOGENESIS o
NEZOVASCULARIZACION (1-5). Este proceso es esencial durante las etapas

s~hrionaria y feral para el crecimiento ¥ diferenciacion de los tejidos. En

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

oroductivo femenino y a la reparacién y cicatrizacién de tejidos. Por

crra parte. la angiogénesis es dererminante de ciertas parologfas como
s:w: la retinoparfa diabérica, la gingivitis, la psoriasis, el escleroma, la
ariritis reumatoide v las neoplasias. enfermedades aque se caracterizan

por la hiperproliferacion anormal de vasos sanguineos ( 1-7).

La formacién de capilares es Inducida por wuna gran variedad de
agenres reguladores. que actiian en una serie ordenada de eventos. En el
proceso angiogénico se han diferenciado cuatro fases secuenciales:

1- la degradacién de la membrana basal que recubre al capilar. Esta

ocurre por accidn de enzimas proteolfticas” secretadas por las células

endoteliales, células tumorales, por macrdéfagos, etc.,
4

2- la proliferacion de las células endoteliales.
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la migracién y asociacion del endotelio en estructuras tubulares; v

3-
4 - la diferenciacién final del endotelio capilar mediante lu prbduccién de
ung nueva membrana basagl! (5-16) Fig.1.

Etapas de |2 angiccénesis

(2L,

&) Regulacion de la angiogénesis

En la regulacion de la angiogénisis participan diversos ripos celulares
la vecindad del capilar. Células

presentes en
su caso particular las células

que generalmente esran

tales como macrdéfagos. fibroblastos ¥
les son capaces de modular el proceso de angiogénesis a rravés de

en

rumora

mecanismios pardcrinos que involucran la accién de factores capaces de

Por otra parte, las mismas células

afecrtar la funcién del endotelio.
endoteliales son capaces de producir v secrerar facrores que regulan su
_f‘uncfén de forma aurécrina (6-1522). Aunque la regulacion de’
angiogénesis es fundamentalmente local,” el proceso angiogénico puede a

En la circulacién se encuenrtran varias

la

su vez involucrar a las hormonas.
! - -
hormonas Yy péptidos con efecros regularorios sobre la angiogéneais

4
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aunque su accion hormonal sobre el control de dicho proceso estd poco

-

dilucidado (17-20).

La mayor parte de los agentes con éfectos sobre la angiogénesis
crecimienro y tienen la

a la familia de los facrores de
indirecrta, la

pertenecen
pero trtambién

capacidad de modular en
SJuncion del endotelio (1-5,22-24).
incluyen aquellos factores con efectos quimiordcticos y

las células que regulan pardcrinamente la angiogénesis.
Jacror de crecimiento rransformante B (TGF-B) sélo es angiogénico in_yivo

forma direcra,
Dentro de la regulacion indirecra, se

mitogénicos sobre

Por ejemplo, el ‘

la nueva

de promover la gquimiotdxis de macrdéfagos hacia
células inmunes secreron

Existe wuna gran

a rravés
esrrucinra capflar. » estimular el gue estas
Jacrores angiogénicos.(21-32) ;
variedad de polipépridos angiogénicos v
H
v

Dentro de los principales facrores angiogéricos

antiangiogénicos directos.
el factor de creciiiiento bdsico derivado de fibroblesios

se iIncluxen
(bFGF) y el facror de crecimienro endotelial vascular (VEGF), que actiian
direcramente sobre e! endotelio estimulando las diversas  fases de Il

Jacrores angiogénicos inciuver ai ;

angiogénesis [n _vitro e jn_vive. Otros
crecimiento derivado de plagqueras (PDGF), al facror de :

Sfacror de
crecimienro epidermal (EGF). a la angiogenina, al factore de crecimienro
transformanre a(ITGF ay, €ic.. fodos €llcs poienics i Sel

endorelio (7, 25-35).

i

rtambién esrd

La regulacion
represeniada.

del fencémeno angiogénico

los pép:ides antizrngiogérnices mids

negatriva
ampiiamenie Errre

i



~portantes se encuentra la trombospondina (TSP), el - .:cror
:wriangiogénico derivado del cartflago, el factor natriurético atrrial (ANF),
~ la protamina. Estos péptidos son capaces de inhibir directamcer:e la
r-oliferacién » migracién del endotelio, asi-como el proceso- angiosc<nico

:wregral observado in vivo (28-40).

Recie-ntemente ha sido descrito un nuevo grupo de fac:ores
merrtenecientes a la familia de las prolactinas con efectos sobre¢ la
sngiogénesis (41-49). Las prolacrinas son péptidos derivados ¢ un
inico gen con efectos locales y sistémicos muy diversos que incluyen la
~egulacidon de funciones inmunolégicas, reproductivas. la
asmorregulacion. el crecimiento v la diferenciacién celular. Por otra
narte, los miembros de esta familia presentan diferencias estrucrurales
en su mayor parte consecuencia de modificaciones postraduccionalex rales
como fosforilacién, glicosilacidon, desamidacién, agregacién y proredlisis
-50-55). Fig. 2

fragmenies Ce
su reduceién

_ Friak 7l ecraca
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Trabajos realizados en el laboratorio han demostrado la existencia de

Tragmentos de prolacitina con masas moleculares de 14 » 16 kDa capaccs

Se inhibir la angiogénesis  través de acciones direcias sobrc¢ la

proliferacion y adhesion_endotelial (41-49). Por otra parte, dos prorefnas
ia proliferina y la protefna relacionada con proliferina. cnrxsidefédas
como miembros de la familia de las prolactinas por compartir una alta
fiomologfa en sus secuencias primarias, afectan la angiogénesis. La
proliferina (PL) estimula, miecniras que la prorefna relacionada (PRPL)
inhibe la migracion de las células endoteliales » la neovascularizacion [n

yivp. Ambas protefnas son producidas y secretadas a la circulacion por la

placenta en diferentes erapas de¢ la gesracion, ¥y se ha correlacionado esta

diferente secrecion con la esrimulaciéon inicial, y» la posterior restriccion,

de la angiogénesis que ocurre normalmente en la placenma (29,4050 ).

2. Antecedentes inmediatos

a) Prolactinas: nuevos factores reguladores de la angiogénesis

El descubrimiento de la angiogénesis como un nuevo campo de accién

para las prolactinas ruvo iugar recientemente » sé¢ derivé de estudios
encaminados a analizar el mecanismo de accién de los esirdgenos para
inducir tumores adenohipofisiarios secreicrées de prolactina o

prolactinomas (51-59). Se observé que estos rumores recibian irrigacién

de wuna arreria que provenia JGircciramenre de
exclusivamente del sistema porral hipotdlamo-hipofisiario,

normal (60.61). Esto implicaba que dichos tumores podrfan

lo caor&iida inrerna » no

como ocurre

en el rejido
escapar del control inhibitorio que el hipotdlamo ejerce sobre el nitmero y

T ST — e




al fragmento amino

secrecion de las células hipofisiarias que producen prolacrina conocidos

como lacrcrropos. En visia de €sio, se propuso que la irrigacién sangufnea

directa a la hipdfisis podria conrribufr al mecanismo mediante el cual la
administracion de estrégenos induce la jformacién de prolactinomas (58-

64). Con el objero de identificar a los posibles agentes involucrados en la
Jormacién de los nuevos vasos sangufneos a consecuencia del rraramiento
como candidatos a las PRLs y con tal

se exploraron
células endoreliales

con esrrogenos,
ensavos de proliferacién con

proposiro. se realizaron
derivadas de capilares de cerebro bovino wrilizando a la PRL completa ¥

rerminal de 16 KkDa de prolactina, rambién

denoninado como PRL 16K. (47-30.32 ,.

En estos ensayos se observé, sorpresivamente, que la proliferacién
celular se inhibfa cuando se wrilizabra el fragmenro 16K vy no se modificaba
bajo el rraramiento con la PRL complera (45-50). Este represenraba un

nuevo efecro, dentro de los déscritos para las prolactinas.

b)Prolactina 16K

La PRL 16K resulra de la modificacién: proteolitica de la jforma

molecular predominante de prolactina. La prolacrina predominante posee
dos asas

23 AkDa de masa molecular y tres puentes disulfuro gite jormarn

larerales v una asa inrermedia de mayor rarain.

La PRL 16K ha .‘sido generada por digestion proteolftica de wuna

preparacién pura de PRL 23K obrenida de la hipéfisis de la rara, con
frormona

extractos enzimdricos obienidos de los tejidos blancoe de esra
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(41-46). Dicho procesamiento proteolitico se inicia con el corte de la PRL
de 23 kDa (PRL 23K) entre los aminodcidos tirosina 145 y leucina 146
(43-47 ). La reduccién 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 PRI humana.
Mediante manipulacién génica se introdujo en este ADN complementario,
un codén de terminacién entre los aminoacidos Serina y Lisinal24,
Ademds jfue intercambiada la Cistefna*8 por Serina para prevenir la
formacién incorrecta de puentes disulfuro (58). EIl fragmento 16K, ha sido
ampliamente estudiado y se ha observado que ejerce, aunque con menor:
porencia, muchos de los efectos bioldgicos de la PRL 23K. (43-55). Sin
embargo, como antes se menciond, el principal interés sobre la PRL 16K

se deriva de su efecto antiangiogénico recientemente descrito.

Fig. . Prolecira coredz E mosirando fa e

-conizdz. El sitio de conte se :e:ruem;. eon una Lnex pu Za v osumre enire l2
tirosine (Y) 145 v Ia Jeucine (L) 146 presenies en el 232 rmzy

de 12 Sgun se esguemetizan Jos fragmentos de 16 ¥ 7 kDa de peso molecular (16K »
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vivo, la PRL 16K inhibe la
tanto de inhibir la

i

En ensayos realizados jn- vitro ¢

angiogénesis (43-52). La prolaciina 16K es capa:z

proliferacién basal, como de abatir la proliferacién estimulada por bFGF

de células. endoreliales. en cultivo. Este efecto _inhibitorio se observo.

‘ncluso después de la adminis:iracion del factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF), el cual es un potente estimulante de la proliferacion
En ambos casos la inhibicién de la proliferacién fue dependiente

celular.
cdministrada (49). Ademds, en cultivos de

de la désis de PRL 16K
células endoreliales bovinas

la adhesién celular impidier.do

en marrices de coldgeno, la PRL 16K inhibié
de estructuras rubulares
PRL 16K

la formacién
Estas acciones directas de la

semejantes a capilares (44-46;:.
una inhibicion del proceso

rraducirse en
obsenvado [ vive (44-46).
modelo de angiogénesis de Ila membrana
Embriones de pollo fueron

sobre el endotelio parecen

integral de la angiogénesis

Este efecro se

demosiré mediante el
corialantoidea del embrion del pollo (CAM).
incubac¢ ss v las CAMs rtratadas por +8 horas con implantes conreniendo a
rodeaba los implantes disminuydé

la PRLIGK. La red capiiar quc
la PRL 16K, la PRL 23K rno nno

considerablemente. En conrraste con
gfecis sobre la angiogénesis inyitre o in vive (#3485, 45,

£re

En franco apoyvo a los cfectos de la PRL 16K sobre la funcion

Srios de uwidn especificos para esic

endnrelial se khan ider:ificaidz =
fragmento hormonal sarurables v de alta afinidad en membranas aisladas
de células _endoteliales derivadas de capilares de cerebro bovino (49)
Estos sitios de unidn difieren funcionalmente de los receptores descritos
para la PRL 23K. Estos dltimos comprenden tres tipos a saber. corte
mediano y» largo, definidos por el ramaiio de su dominio intracitopldsmice

10
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Jict. Los 3 receprores descritos para PRL pertenecen genéricamente a la
Jerilia de receprores para citocinas, dentro de los cuales se incluyen a la

hoemona de crecimiento v a las interleucinas (50-69).

4. Representacién esquemdrica de la estructura de los receprores de PRL., Se
dominios que componen cada ura de las
muestran en

rransmembranales se

Fig.
diferenres
idenridad mayor al 68%.

comparan fos
isarormas:largo,corto y mediano. Los dominios
oscuro. Las regiones ravadas corresponden a los sirios de
Las secciones sombreadas corresponden a sitios con identidad moderada.

“ El  hecho de que efecros selecrivos de la PRL 16K

sugiere el que esre fragmento de prolactina
de! proceso

sean mediados

por receprores especificos,

pudiése representar un nuevo jactor

de regulacion
La posible parricipacién fisioldgica de PRLs en la regulacion

angiogénico.
de la angiogénesis, se apova en la dereccion de prolactinas enddgenas

capaces de afecrar la angiogénesis (67-73).
sobre ia

endogena de prolactinas con efectos

c) Presencia

angiogénesis

El! sitio mas conocido de produccién y secrecion de hormonas de la

{ .
Jsamilia de las proiactinags es ia hipdjisis ancerior (70-75). Sin embargo, se

11



sar que el gen de la prolactina se expresa en diversos tejidos

exrzhipofisiarios a saber la gldndula mamaria. el sistema inmune, el

cercro, el witero erc. (72-80).

_a presencia de formas proteoliticamente modificadas de PRL. vy en

paricular de la PRL 16K se han documenrado en la hipéﬁsi.f, el cerebro y

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

genrar a la PRL 16K se encuentran en varios de sus érganos blanco, por

ejenplo en la gildndula mamaria, en la préstata v en el rivion (55,67,81). .

Recientemente se determiné en el Sistema Nervioso Central una
de prolactina con efectos

nur-a region productora de fragmenros
(74,80-82).

an-cngiogénicos: el Sistema Hipoirdlamo-Neurohipofisiario

Es:: sistema estd constitufdo por neuronas localizadas en los niicleos de!

hir::dlamo anterior: el supradprico y» el paravenrricular y sus

I asecciones neurohipofisiarias fig. 5.

Fig.5.Esquema del Sistema Hipotdlamo Neurohipofisisario. Se rmuesrra el corte
‘coronal a nivel de los niicleos paraventricular (PVN) » supradptico (SON), ¥ se
neuronas magnocelulares hacia la

muesrran las proyecciones principales de las

neurohipéfisis

,4
19



Este es un sistema neuroenddcrino secretor de las hormonas
vasopresina y oxdtocinza, aunque también se ha demostrado en él la
expresion Y secreciérr de un amplio namero de péptidos con acciones
regulatorias (77, 80O-82). En apoyo a la produccion local de PRLs por este
sistema se obsev,S que los nlicleos paraventricular y supraodptico aislados
Y que extractos rzeurohipofisiarios contienen PRLs de 23 y 14 kDa. Estas
PRLs fueron iderztificadas en base a sus determinantes antigénicos y a su
actividad biolégica en bioensayos especificos (48-50, 76). Mds ain, y a
diferencia de o que se observa en la hipéfisis anterior, en la

neurohipdfisis la PRL de 14 kDa es la forma molecular predominante (49,

73).

La PRL 114K, parece compartir epfiopes con la PRL 16K y ademds
posee egfectos aratiangrogénicos similares. Medios condicionados con
neurohipdfisis en cultivo, enriquecidos con la prolactina 14K, inhiben la
proliferacion de [das células endoteliales en cultivo y ese efecto se
neutraliza con anzicuerpos anti prolactina 16K. (48-50, 52). También se
observé que las prolactinas neurohipofisiarias provenientes de los
niicleos paraventricular y supradptico son secretadas al medio de cultivo
de explantes rzeurohipofisiarios mediante un mecanismo calcio
dependiente (Ca+ 2)y que dichas PRLs se pueden localizar en vesfculas de
secrecion en las rerminales neuronales (48). Estos hallazgos han llevado a
proponer al sisterrma hipotdlamo neurohipofisiario, como una fuente capaz
de liberar prolacriras con propiedades antiangiogénicas a la circulacién.
Dadas las caracteristicas neuroenddcrinas de este sistema, esta posibilidad

podria ser real. En franca concordancia con esta conclusién, se encontré

13




que una protefna de 14 kDa con inmunoreactividad de prolactina esta

presente en la circulacion de la rata (47-52 ).
d) - - Regulacion autdcrina de la angiogénesis por PRLs

Si bien es posible que PRLs regulen hormonalmente la angiogénesis,

mencioné anteriormente l[la regulacién de este proceso es

Se sabe que dentro de esta regulacion

como  se

predominantemente local (74-83).

local, las células endoteliales producen y secretan muchos de los factores

que regulan su funcién, a saber el bFGF. el VEGF y la trombospondina
(74-79). Ern esre senrido. resulrados obtenidos recientemente. permiten

proponer el que PRLs podrian regular aqutécrinamente la angiogénesis.. Se

ha observado gque -¢l’ gen de la prolactina se expresa en células

endoreliales (52). Mds aiin, las células endoteliales duranre su fase

al medio de culrivo protefnas con

diversos

proliferativa secreran
inmunorreactividad y‘'‘bioacrividad de PRL (52.). Finalmente.

anticuerpos policlonales y monoclonales anri-prolactina inhiben la

proliferacién basal ¥ estimulada por el BFGF de las células endoteliales en
eemirioran nroponer que las células

3

culrix-o (23-30).
endoreliales producer "y secretan prolactinas capaces de estimular la

proliferacién celular.

PRI c giorcon accidnes sohre la angingénesis

v que dichas PRLs estdn presentes en la circulacion y que ademds son
secreradas por las células endoteliales, se puede concebir la hipdresis de

que las PRLs enddgenas pudiesen participar en la regulacion fisiolégica de

laangiogénesis.

14
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PILANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En este provecto nos propusimos analizar la posible participacién de
las PRLs en la regulacion fisioldgica .dc la angiogénesis. Especfficamenic
determinamos si PRLs con efectos antiangiogénicos podrfan contribuir a lia
inhibicién de la angiogénesis que ocurre en forma natural en ciertos

tejidos.

Una de las estrategias para explorar esta posibilidad, fue idenrificar
un modelo experimental de angiogénesis [n_vive en el que de formu
natural no existiera vascularizacién. cr ¢ste sistema intentariamos inducir
angiogénesis mediante la adminisrrecion de anticuerpos especificos
capaces de capturar PRLs con efectos untiangiogénicos. Para que dicho
modelo fuera operativo tendrfamocs i« obtener evidencias de que lax
PRLs son capaces .de actuar en ¢! inhibiendo la formacion de yasos
sangufneos inducida por agentes angiogénicos. El modelo in_ vive de

angiogénesis de la cérnea de la rara reune esta~ caracteristicas.

De esta manera. en el presenic trabajo se analizé la posible
participacién de PRLs endégenas en la inhibicién del proceso angiogénice

de la cérnea de la rara.

Los. modelos mds utilizados para cl estudio [u _vive del proceso
angiogénico son el de la membrana coriocalantoidea del embrion del polio.
y el de la cérnea de la rata (82-97). La membrana corioalantoidea del

embrion de pollo presenta limitaciones para la evaluacién de la respuesta
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angiogénica que se derivan del grado basal de angiogénesis que ocurre
que refleja la activa

esta membrana y
embrionario yv fetal (83-89).

normalmente en

neovascularizacién que ocurre en el perfodo

la cornea de la rara. presenra

tejido. por estar constitufdo de wun estroma
respuesta angiogénica obtenida es claramente observable (83, 95-101)

claras venrajas va que esre

Al respecto.
la

compleramenre avascular,
v

depende exclusivamenre de su activaciéon a consecuencia del abordaje

experimental (82, 85, 89,102./05). En este modelo. la induccién de

vasos sanguineos requiere que el estimulo sea caprado por las

nuevos
Las cdlulas

vascularura de [(a coroides.

células endoreliales de la
este rejido migran denrro del espacio

endnteliales de los vasos que irrigan
subepirelial entre el epitelio corneal y las células del estroma, formando
rodos dirigidos hacia la superficie de
Mds adn, dada la ausencia de

buen modelo para esrudiar

un nirmero de "brotes” largos

estimulacion angiogénica (97. 89. 99-707).

ella, la cérrnea consrituye un

angiogénesis en
de PRLs en la

la posible pas¢icipacién

angiogénesis que ocurre en el adulro.

inhibicien narural de la

Corn la idea de esrudiar la parricipacién de prolactinas en la inhibicion

de la angiogénesis que ocurre normalmente en la cérnea. determinamos si
anticuerpos policlonales y monoclonales

dichas PRLs con
Por orra parre en esre

el blogqueo de

espectficos induce angiogénesis en esre rejido.
nsaye dererminamns rambién si la PRL 16K inhibe la angiogénesis

bhine A
Qipenscsad

inducida por bFGF.

i
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HIPOTESIS

Prolactinas endégenas inhiben la angiogénesis

en condiciones fisiolégicas.

OBJETIVOS

1. Establecer € implemenmar el modelo de angiogén

2. Analizar en la cérnea de la rara:

a) Si- ia .PRL 16K inhibe el efecto estimularorio del facrtor de

crecimientro bdsico derivado de fibroblastos (bFGF) sobre la formacion de
vasos sangutneos.

b) Si la administracion de anticuerpos especificos, capaces de
neutralizar 1z oorside anrizngicgénica de PRLsS, inducfa la

neovascularizacién.

i8



DISENO EXPERIMENTAL

Uno de los modelos [n__vivgo urilizados para identificar procesos
angiogénicos, es el de la cornea de la rara. Este modelo se facilita para

este tipo de ensayos dado que la cornea es avascular y en respuesta a
implantes locales se generan vasos sanguineos

estimulos angiogénicos en
que la invaden y son observados facilmentre.

1
i
z
3
1
¢

1. Materiales

a) Animales:
Se wrilizaron raras macho Wistar entre 200 - 250 g de peso.

s

b) bFGF .
E! BFGF recombinanre humano (FIBLAST®-SCIOS) que se urilizé fue

7. donado gentilmenre por la Dra. D. Judith A. Abraham.

c) Anticuerpos anti-PRL
c.d) Poiicionaies

- Antisueros anti-PR! 23 v 16K de rara fueron generados en conejo y :
las 1gG res.pecn'vas aisladas mediante los mérodos descritos (Ardmburo er. ;
ai.).

c.2) Monoclonales

23K (INN-rPRL-1),

Anticuerpo monoclonal generado contra la PRL
Perer Berger (Academia de

donado por el Dr. Ciencias, Innsbruck,

Auwsria).

18



- Anticuerpc monoclonal (I1G-8, dirigido onid la prolactina 16K

recombinante, donado por el Dr Fredcrick Reinhart (Genzyme

Corporation, Bostén. Massachuserts, EUA ). B

- Anticuerpo monoclonal dirigido contra la PKl. 23K, (INN-h368),

donado por el Dr. Peter Berger.

d) Prolactinas:
d.1) rPRL 23K: estandar bioldgico donade

Salud de los Estados Unidos (NIH) v wtilizada para xcnerar los anticuerpos

por los Institutos de

policlonales especificos vy a la PRL 16K de raia.
d.2) rPRL 16K: generada en el laboratorio por protedlisis
enzimdtica.

d.3) hPRL 16K: obrenida por mutagénesiy

el Dr. Martial (Universidad de Lieja, Lieja. Belgica).

dirigida y donada por

2. METODOS
a) Obtencion de PRL 16K de rata

La PRL 16K a urilizar como estandar y ¢n la produccién de

P I r P
. _ ) Letioso -
anticuerpos especificos se obtuvo mediante la ptoicciisis de la PRL &

rata (esrandar B-6 del NIH) con una fraccién lisosemal enriquecida con

enzimas especfficas para cortar PRL de acuerdeo al método descrito (42-

47).

las
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Gldndulas mamarias de ratas lactantes fueron extralfdas y

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

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

homogenado se sometié a centrifugaciones sucesivas (600 Xg, 3.300 Xg »
25.000 Xg). Este sedimento precipitado a 25.000 Xg se lavd, resuspendidé
en un amortiguador de Tris 0.1 M, (pH 7.4) v se almacendé a -70 °C. La

concentraciéon de protefna en dicho sedimento se determiné mediante el

merddo de Bradford (+3, 48).

La prolactina de rata se incubé con la fraccién subcelular de la

gléndula mamaria (50 ug de PRL/20ug de protefna de la fraccién) en un

Citraro-fosfatos 0.1 M (pH 3.4), durante 3 horas a 37°C

amorriguador de
toda la PRL 23K es

en agitacién constante. Bajo estas condiciones
la variante corrada. Dado que

a membranas, éstas se separan de

procesada hacia las otras protefnas

presentes en el exrracro estdn unidas

la PRL cortada medianre cenrrifugacién.

La FRL corigda se concen:ré v se redujc con 2-B-mercaproetancol 200

ce neurralizé con NaHPO3z. Los fragmentos de 16 y

7 kDa de la prolactina se separaron en una columna de Sephadex G-350-
bicarbonato de amonio 0.1

150, empleando como amortiguador-de eluciéon
Las fracciones

2-mercaontoerano! 200mM pH 7.8.
las que contienfan el

A guo comiiene

colectadas se analizaron mediante electroforésis y

Jragmento de 16 K se dializaron a 4°C para remover el mercaproeranoi.

Finalmente las fracciones se alicuotearon y conservaron a -70°C. La
PHFECG  ccencentraocidn de las fraccones de PRL 16K se determind

mediante electroforésis en presencia de SDS y densitometria.
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b) Obtencion y purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos jueron generados siguiendo el método reportado
(Ardmburo er.al ). S¢ preparé una emulsion del inmunégeno mezclando
100 ug de la muesira de PRL con 3 volumenes de advuvante completo de
Freund (por animal) v se inyects en el ganglio poplirco de conejos Nueva
Zelanda blancos. Posteriormente se inocularon refuerzos los dfas 30, 60, y
90 por via intredérmica (dorso del animal), invectando 50 ug de la
hormona emulsificada con adyuvante incomplero de Freund. Se tomaron
muestras de sangre los dfas 15. 45. 75 vy 105. Las respuestas inmunes de
los animales se analizaron mediante Radioinmunoandlisis (RIA). Los RIAs
Sueron establecidos marcando PRL 23K ( estandar para yodacién, NIH) y
PRL 16K con 125] x desplazando estas protefnas unidas a los antisueros
respectivos. con concentraciones crecientes de PRL 23K vy 16K. Los
tirulos de los anticuerpos especificos se analizaron en los diferentes
sangrados. El iliimo sangrado se obruvo por puncién cardlaca.

Obrenidos los anticuerpos, el aislamiento de las inmunoglobulinas
(IgG) se nizo a través de una columna de inmunoafinidad construfda con
sefarosa acoplada a protefna A. de acuerdo al método reportado (48). El

montaie de la columna se realizé en buffer de fosfatex 0.1 M pH 8 Cada

uno se los. sueros se dejé incubando en la columna durante 2 horas.

Posteriormente se iavé ia colimnag cox el mismo buffer v se tomaron '

lecturas de absorbancia en el espectrofotémetro, para tenerlas como
referencia de la cantidad basal de protefnas. Las IgG se despegaron con

amortiguador dcido acético 0.1 M / NaCl 0.15 M. Las fracciones se

~



colectaron en rubcs con amortiguador bdsico para neutralizar. De gcuerdo

a las lecturas dc absorbancia, se colectaron las fracciones con 126G y sc

dializaron 'y con-entraron (20-30ug/ul). Posteriormente se valoraron las

propiedades de union al antigeno respectivo v la especificidad de cada

grupo de IgG mediarte Western blor.

c¢) Bioensayo de angiogénesis

Se esrablecii en el laboratorio de acuerdo al mérodo reporrtado (40).
Las susrancias a bioensavar se incluyeron en el polfmero 2-poli-hidroxil

Hydron (lor. # 90005, Interferon Sciences, Inc..New

etilmeracrilato o
bajo condiciones estériles

Las muestras se prepararon
etanol al 95%

Hydron vy de
40C. Cada implante

Brunswick, N.J.).
(12%9% p/v) a trtemperatura

disolviendo el. polfmero en
muesrra fueron

ambiente. Volitmenes iguales de

combinados en superficies estériles y mantenidos a

se cortd en 8 parres de aproximadamente 0.5 mm?2,

microscopio estereoscopico (Nikon - 105) y

Con avuda de un
de 27x13 mm se hizo un saco

utiiizando una aguja hipodérmica corn bise!
en el estroma de la cdérnea, sin arravesarila, del! tamario de la punta del

bisel, a una disrancia aproxiniada
ojo. Une ves kecks el sace, se colocd 1/8 del

de I1mm del lfmite entre la esclerética y
ta cornea (iimbo,) de:
implante’ hasta el fondo del saco con la ayuda de unas pinzas finas,

dejando el borde exterior libre para que el saco sellara nuevamente.

d) Procesamiento de corneas



o

Seis dfas después de hecho el implante, se sacrificaron las ratas y se
procedié a extraer los ojos para fijarlos en paraformaldehido 4%,
gluraraldehido 1.5% en PBS 0.1 M, pH 7.2-7.4 durante [ hora. A
continuacién se disecaron las cérneas y se tifieron en preséncia de 0.05%
de diaminobencidina y 0.01% de peréxido de hidrégeno en PBS 1M (31),
que al reaccionar con la peroxidasa de los critrocitos da una coloracion
café donde estos se localizan, permitiendo asi. visualizar la red capilar.
Posteriormente se realizé la deshidratacién del 1ejido, incubando por dos
periodos de 15 minutos cada uno, en alcoholces de diferentes grados de
dilucién (60%. 70%, 80%. 90% y 100%) ¥ finalmente con xilol. Las cdérneas
Se montaron sobre porta-objeros cubiertos con resina (permount) y un

cubre-objeros.
e) Andlisis y fotografia

Las foros de las preparaciones se romaron con un sistema fotogrdfico

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

amplificaciones I1x y 3x. Se descartaron todas aquellas cérrneas que al
momento de ser analizadas careciar de implantes v aquellas en las que la

vascularizacién abarcaba indiscriminadamente toda la cérnea.

estereoscopio fueron

Las imdgenes de as cérneas ckservadas al
adquiridas y digitalizadas en una computadora Macintosh y evaluadas
mediante el programa de andlisis de imdgenes (Image INH). Se establéc:‘o‘
un drea fija de 2mm?2 circunscrita a la zona del implante y se realizé la

cuan:ificaciorn de ias respuestas deéterminando la absorbancia del drea

establecida. Esta incrementé en presencia de vascularizacion.
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Las diferencias encontradas entre los diferentes grupos se evaluaron
mediante la aplicacién de pruebas estadisticas apropiadas (ANOVA, 1-

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

Se establecieron como criterios para evaluar las respuestas de
angiogénesis positivas:
1. que los vasos sangufneos estuvieran en la zona del implante y en
franca predominancia con respecto a los localizados en las zonas de la
cornea distanres a dicho implante.
2. que los valores de absorbancia positivos correspondieran cuando
menos al doble de los valores obtenidos para los respectivos controles

utilizados.
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RESULTADOS

1. Biosnsayo en cornea de rata

E! bioensayo se validé a través de su capacidad de detectar
respues:as angiogénicas cuyo grado fuese en funcién de la désis
adminis:rada de bFGF. Asimismo se determiné que las respuestas
angiogenicas no especificas fueran consistentes en los grupos testigo
utilizasos. Asf la aplicacién del implante solo (hydron), permitié
descariir la posibilidad de un artefacto a consecuencia del polfmero
mismo o del procedimiento quirdrgico fig. 6a. En forma similar, la
aplicaciéon de implantes conteniendo albiimina de suero bovino (ASB) en
concentraciones comparables a las désis altas de las protefnas problema
no aur:enté significarivamente la incidencia de angiogénesis. En rodos los

casos ia incidencia de angiogénesis no especffica oscilé entre un 10-15%
(fig.6).

En contraposicién a los testigo, la administraciéon de diferentes dosis
de bFGF indujo neovascularizacién en el 90% - 1009% de los casos a partir
de la dosis de ]25- ng de FGF (Fig.6). EIl grado de la respuesta angiogénica
medido a través de la absorbancia del drea capiiar mosiré diferenciGs en
funcién 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. Lo;
resulrados del andlisis estadistico se muestran al pie de la jigura. Estos

resultacdos +validan la capacidad y confiabilidad del ensayo para
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En la figura 7 sé flustran:

L :
atierminar y cuarcificar efecros angiogénicos.

casos representarivo: de las respuestas obrenidas.

Evaluacidén del grado
de angiogénesis producida por
diferantes ddsis de bFGF

Absorbancia x10 3
(DO)

Fligura . Anélisis censgitcmeé lza respuesia &angiogénica de la
cérnea producica por désis crecientes de bFCGF. Las unidades de densidad
Sptica (DO) se deitermi '1=rcn en una Zrea (2.83mm) circunscrita a los

e on‘p:.r;dos ccnira uwvna curva de

e! przmediz de

lzs &reas corne=les anelizecaes pare cada uno de los grupos
También se ilustra el error estandar. Los
némers de zascsz cuaniitizads

*P<0.0001, ** P<0.0278 vs. grupo .

|-,plr-_‘«"‘== Esgtos velere

abseroancia en
control (ASB) v expenmamaln=
Somercs sobre i8S e i

Sarres o
F,7.7=47.1 ANOVA, pecst.hoc. Scheue
testigo.

“““ wnsEscTs.




Incidencia de angiogénesis en respuesta a
diferentes désis de bFGF
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Figura 1. Numero de respuestas positivas de angiogénesis como
porcsntaje de! tctz! de casos analizados (% de incidencia de angiogénesis)
en respuesta a diferentes désis de bFGF. ASB representa el grupo tesnugo
tratado con albumina sérica bovina. Los nimeros sobre las barras mdlcan
el cociente entre el nimerc de casos positivos y el ndmero totai de casc

analizados.



RESPUESTAS ANGIOGENICAS

REPRESENTATIVAS DEL EFECTO DE

DIFERENTES DOSIS DE bFGF
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representarivos que muestran respuestas dependientes de Ila dosis
colocada.



2. Efecto de la PRL 16K sobre la estimulacion de la
angiogénesis inducida por bBFGF.

Teniendo en cuenta que fragmentos moleculares de PRL de 16 y de
14 kDa inhiben la angiogénesis in yitro observada en efectos directos
sobre la migracién, asociacion y proliferacién de las células endoteliales, y
que estos efectos [n  vitro parecen traducirse en una inhibicién del
proceso integral observado [mn vive, procedimos a determinar si las PRLs,
especlfficamente la PRL 16K, inhibe la formacién de nuevos vasos en la
cornea. Esta demostracion reforzarfa la posible accién de PRLs sobre el
control de la angiogénesis en este tejido. Con tal propdsito determinamos
el efecto de este fragmento de PRL sobre la vascularizaciéon inducida por
125 ng de bFGF. En dos experimentos independientes y en confirmacion
a los resultados antes mencionados (fig.8) el bFGF indujo angiogénesis en
el 1009 de los los casos analizados. La administracién conjunta de bFGF
con PRL 16K (3 ug) disminuyé en un 25% el nimero de respuestas
positivas de angiogénesis (fig. 8). No sélo se demostré una inhibicién en
el numero de respuestas angiogénicas sino rambién en el grado de
angiogénesis de las respuestas observadas. La figura 9 ruestra casos
representativos que ilustran el que la PRL 16K disminuyé el drea capilar
inducida por bFGF. Estas diferencias fueron sigrnificarivas cuandc se
promedié la absorbancia asociada a los capilares de grupos

independienteslos datos estadisticos se muestran ol pie o

o la T s '—"9.

[LANPE S og- fared

En apoyo a la especificidad de este efecto la. PRL 23K dilufda y

concentrada en forma similar a la PRL 16K, no mostré ningiin efecto. Mds



Efecto de PRL 16K sobre el grado de
angiogénesis inducida por FGF
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FIGURA * . Cuantificacién del efecto de rPRL 16K sobre la
angiogénesis inducida por bFGF en la cérnea 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 valoré mediante - los
radioinmunocandlisis respectivos. Ambos antisueros presentaron titulos
altos de anricuerpos especftficos. E! anti PRL 23K mostré un tltulo optimo
de trabajo de 1:10.000 al tiempo que el anti PRL 16K fue de 1:5000. Los
RIAs especfficos mostraron que ambos antisueros reconocen a las PRLs

con una EC 50 de 2 ng. (figs. 10,11).

Caractsrizacidn deranticuerpos .-
policlonzles anti PRL 16K de rata
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Western blots de mezclas de diversas concentraciones
de rPRL 23K v 16K marcados con 1gG anti PRL 23K o por 1aG
aisladas de un suero de conejo preinmune (Pl). La ausencia
albimina de suero bovino (ASB) por las IgG

de marcaje de
anti PRI 23K, se pressnia como testigo.



RESPUESTAS ANGIOGENICAS _
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ain resultados preliminares con PRL 16K humana recombinante también

inhibieron la respuesta angiogénica del bFGF.

Estos hallazgos indican que la neovascularizacién de la cérnea puede

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

contribuyan a la falta de angiogénesis en dicho tejido. Esta posibilidad

Jue sometida a prueba mediante el uso de anticuerpos anti PRL poli y
evidencias acerca de la posible

monoclonales. Ademds, algunas
angiogénesis

participacion de las PRLs en la regulacion fisiolégica de la
son la presencia de receptores para el fragmento 16K en el endorelio, ¥y en

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

adenohipdfisis. en la neurohipdfisis, en la circulacion y en el endotelio.

Esros resuirados corroboran el efecto antiangiogénico de la PRL 16K

sobre el proceso integral de la angiogénesis observado [n_vive. Mds aiin.

estos hallazgos son consistentes con la poc ibilidad de que PRLs similares a
la 16K pariicipen en la inhibicion narural del fenémeno y que por ranto S¢€

asocien yro representen a las capruradas por los anticuerpos capaces de

producir angiogénesis. Asimiismo, e! anricuerpo monocionai dirigido

contra la PRL 16K humana si bien fue el mds efectivo para incrementar la

incidencia de angiogénesis, no reconoce a la PRL 16K de rara al menos en
Fr& imporiante derermunar si ia

ausencia de reconocimiento de este anticuerpo por la PRL 16K de rata se
mantiene bajo condiciones mds parecidas a las del bioensayo vgr., cuando

la estructura iridimensional de la PRL no esté alterada, por ejemplo
..‘ - - —- -
reglizands pruebas de radioinmunoandlisis o de FEiisa, ern ias cuales no

existe la desnaturalizacién proreica subsecuente a los Western blots.
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Efecto de PRL 16K sobre el grado de
angiogénesis inducida por FGF

EXP.1 + EPX. 2
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FIGURA - . Cuantificacion del efecto de rPRL 16K sobre la

angiogénesis inducida por bFGF en la cérnea de !las ratas sumando
todos los casos de los dos experimentos hechos. * P<0.0001 vs. FGF.




b) IgG policlonaies anti PRLs de rata

Para aumeniz~ la concentracién y pureza de los anticuerpos anti PRLs
la cérnea de la rara, se procedié a
Dichas I1gGs se wrilizaron
las canridades

La

¥ poder aplicarics directamente en

purificar las 1gGs de los antisueros generados.

en rangos de .2 alO ug por implante, similares a
wutilizadas por o:ros autores en este ensayo (95,97,100,105,114,116).

inmunoactividad espectfica de estas IgGs se confirmé mediante Western

blor. Las IgGs de ambos antisueros reconocieron tanto a la PRL 23K como
a la 16K, no asi¢ equivalente de albumina de suero
bovino (figs..10.77).

suero preinmurc

a una concenrracion
Por otra parte, las 1gGs aisladas en forma similar del

de estas conejas no reconocieron a dichas PRLs

(Figs.10,11).

c) Anticuerpos monoclonales
Todos los anticuerpos monoclonales usados jfueron previamenre

caracterizados como espectficos para PRLs por los respectivos donantes.

las PRLs de

inmunorreactrividad con
nos inreresé

En esre estudio corroboramos su

rara medianre Western blors (fig.12).
determinar si aquellos generados contra la hormona humana reconocian a

Particularmente,

de la rata, dadas las diferencias estructurales que existen entre

ae PRI ¢
Observamos que el anticuerpo

las PRLs

anti rPRL
dos anticuerpos monoclonales anti PRL humana

de ambas .especies (55,80,86).
(INN1) reconoce ranto _a la rPRL 23K como a la 16K, y que los
(368 » IG8) reaccionarn

con la PREL 23K pero no con la PRL 16K de rara (fig.12).
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Caracterizacion de anticuerpos
anti PRL monoclonales

A. Anti rPRL 23K (INN-1) B. Anti hPRL 23K (368) C. Anti hPRL 16K (1G-8) §
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3. Efecto de¢ anticuerpos anti PRLs dc
neovascularizacior: en la cornea de la rata

Se implantaron corneas con IgG aisladas de los anticuerpos anti PRI
23K y 16K y s evalué su efecto sobre la incidencia de angiogénesis,

definida ésta, como el porcentaje de respuestas positivas de angiogénesis
La administracion de anticuerpos

en relacion al rc:al de casos analizados.
anti PRL 23K (7ug) aumentd significativamenitc incidencia de
angiogénesis (38.39%) por sobre la angiogénesis basal (13.6%) en respuesrc

al vehiculo solo Hydron) o a la observada (9.5%) en respuesia a las I1§Gs

la

. (844g) preinmunes aisladas de la misma coneja (fig.13).

EFECTO DE Ah’iTH'IEUERPOS ANTI
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La administracién de anticuerpos anti PRLIGK incrementé también el
nitmero de respuestas positivas de angiogénesis (20.89:) si bien dicho
aumento no fue significativo, la administracién de los anticuerpos
monoclonales anti PRL se asocié en apoyo a la especificidad y a la
validacién de estos efectos, con una tendencia a incrementar la incidencia
de angiogénesis (fig.14) El! efecto mds claro lo mostré el anricuerpo
monoclonal anti PRL 16K humana donde el aumento sobre la incidencia
de angiogénesis (68%) fue significarivo (26%) por sobre el nivel de IgGs
preinmunes de ratén (fig.14). Con los ofros dos anticuerpos monoclonales
el aumento no fue muy significativo (fig. 14). ‘La figura 15 muestra casos
representativos que ilustran el grado de angiogénesis de las respuesras
positivas inducidas por los anticuerpos anti PRLs.

Efecto de
Anticuerpos anti PRL
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El hecho de que lIla administracién de anticucrpos anti PRL
incremente e¢l! ntimero de respuestas angiogénicas en la cornea de la raia,

que la captura de PRLs endégenas por dichos

apova la posibilidad de
La

anticuerpos se asocie con una estimulacién del proceso angiogénico.

especificidad de este efecto de los anticuerpos se apova en la falta de

efecto al utilizar concentraciones similares de IgGs preimmunes tanto poli

como monoclonales, asf como en la falta de efecto de concentraciones

similares de una protefna no especftfica (ASB). Estudios estdn en proceso

para validar la efectividad del efecto de dichos anricuerpos en presencia

de PRLs exégenas inhibidoras. .

Asf, estos hallazgos pueden sugerir la posibilidad de que PRLs
inhibidores sobre la angiogénesis pudieran esrtar

endégenas con efectos
observada en

contribuyvendo a determinar la ausencia de vascularizacién

la cérnea. Este punrto serd retomado en la parte correspondiente a la

discusion. .
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DISCUSION

E! objetivo de este estudio fue analizar la posible participacion de
PRLs en la regulacién fisioldgica dc la angiogénesis. Esta hipotesis se
en diversas evidencias experimentales
la demostracion

inhiben el proceso angiogénico

que

encuentraq sustentada
de que ciertos

basicamente incluven por una paric.

miembros de la familia de las PRLs
(45,52,73), y por otra, el que estas PRLs con efectos antiangiogénicos

estan presenres endogenamente (52).

Una estraregia para validar si cl efecto anriangiogénico de las PRLs
podria ocurrir en condiciones fisiologicas se apoya en la demostracion de

que el fragmento de 16 kDa de la PRL inhibe la angiogénesis [n_vivo, es
decir en las condiciones fisioldgicas mds proximas.

estudio previo se demosrré que la PRL 16K

.
.
M
i

A esrte respecro, en un

LA
mas no la PRL complera de 23 kDa de peso molecular, inhibe la formacién
membrana coriocalantoidea del embrién de

el resto del embricn la

en Iz

de capilares sangufneos
pollo (CAM ) (41). En esta membrana comio en

angiogénesis ocurre acrivamenre dererminance de su

crecimiento y

¥y es

diferenciacién.
inhibirorio in_xivo de la PRL

este estudio confirmamos el efecto
s, € de la cérnea de la ra:a.

En
16K urilizando orro modeio de angiogénesi.

Este ensayo, a diferencia del de la CAM, es un ensavo homdologo en el que
En el modelo

utilizamos PRLS ~ anticuerpos anti PRLs de rara y humano.
la

de la cdrnea, por estar formada de wun estroma toralmenre avascular,

Y]
W
|
}



obtencion de una respuesta positiva se considera como wuna demostracién

convincente de una verdadera neovascularizacicn (83, 87-98).

Dado que en el adulto existen tejidos completamente avasculares
como son el cartflago y la cérnea, y los eventos de neovascularizacion se
encuentran inhibidos en la mavorfa de los casos, exceptuando procesos de
inflamacién ylo reparacién de tejidos o durante la regeneracién del
endometrio en la mujer. el modelo de la cornea de la rata podria ser
natural de una inhibicién local de la angiogénesis,
La

tomado como ejemplo
que pudiese ser extrapolado a lo que sucede localmente en el adulto.

razén por la cual! se da esta avascularizacién se desconoce v se ha

implicado en ello el aumenro de factores inhibidores, o bien la

disminucion de facrores estimuladores de la angiogénesis. o ambos.

En nuesrtro ensavo de angiogénesis en la coérnea de la rata, la

Sformacidn, de vasos sanguinecos fue estimulada por la administracién de

un facror angiogénico muy bien caracterizado: el factor de crecimiento

de [fibrobiasics ¢ bBFGF. De ral manera. nuestros

que la PRL 16K de rata es capa:c

bdsico derivado

resuliadcs deriostraron, por primera ve:.
efecto estimulador del bFGF sobre la formacién de

En apoyo a-la especificidad del efecto. la PRL 23K de

neovascylarizacion inducida por el bFGF, ¥y resultados

de antagonizar el

capilares [n_xive.

rara no
preliminares muestran que la PRL 16K humana tiene el! mismo efecto

inhibitorio que-la PRL 16K de raa.

i - - g -
Es probable gGic e5:c contagonismo involucre una accién directa sobre

el endotelio. Ya se demostré que in_ virre, en cultivos de células



vy ) ]

e
endoteliales sobre matrices de coldgena, la PRL 16K inhibe cada una de

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

16K es directo, ¥ no antagénico a nivel del receptor de bFGF porque se
sitios de wunién especltficos, saturables y de alta
aisladas de células

observé que existen
afinidad para este fragmento en membranas

endoteliales, y el bFGF no compitié por este sitio de unién (43 ).

Por orra parte, la cascada de senalizacion desencadenada por los

receptores cldsicos de PRL requieren la formacién de wun complejo

dimérico entre los receptores vy el ligando k80.85,104,113,116}. hecho que

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

demostrado que el mecanismo de accién de la PRL involucra la activacién
de protefnas de la familia de las tirosinas cinasas denominadas Janus
A'(JAK) (50.54,80.107,115,) v de prorefnas cinasas denominadas MAPK. Sin
embargo, es poco lo que se sabe acerca de la transduccién mediada por el

recs stor de la PRL 16K. Recientemente se ha reportado que la interaccion

de la PRL 16K con su recepror, inhibe la fosforilacion y la consecuente

de la MAPK en respuesta al facror de crecimienro vascular

endoreiial (VEGF) ¥ que dichc evenic c¢s distal a la fosforilacion del

recepror a este facror de crecimienio presente en
Ademds. suguierén que la activacién de MAPK e3 esencial para la accién

actrivacion

las células endoreliales.

proliferariva de brGr y
media el efecto antiangiogénic

inhibitorio de la PRL 16K sobre la

Por otra parte, el efecto
de PRLs

angiogénesis de ia cormea es consistenie con la propuesia

presentes en este tejido podrfan conrribufr a su avascularidad. La cdérnea
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de la rata por tanto, se presenta como un modelo ideal para estudiar "'
posible participacién de' PRLs en la inhibicién natural del proces?
angiogénico.

La estrategia al respecto fue administrar anticuerpos anti PRL
especificos, capaces de necutralizar la accién de las PRLs enddgenas y
presumiblemente con ello, producir angiogénesis. Para establecer la
especificidad de los anticuerpos. tuvimeos en cuenta dos criterios:

1. que los anticuerpos policlonales no reconocieran a otras protefnas
-inespeclficas, 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 hipéresis de la presencia de
PFLs enddgenas que se encuentran de alguna forma inhibiendo la
fo;'macién de vasos en la cérnea. hecho que se demuestra por la tendencia
a estimuiar i(a neovascuiarizacién ciaramente signijicariva en dos casos,
éste no nos permire discernir el tipo de PRL que pudiese esrar mediando
esre efecto. Dado que las protefinas en solucién exponen epfropes que
pueden ser identificados™ por sus anticuerpos de —forma distinta a como los
reconoren cusnde lo prorefns eoc:d desmaruralizada, el recomopcimiento em
_condiciones desnaturalizantes de un anticuerpo anti PRL 23K wunicamente
a su antigeno especffico, no implica que no reconozca a la PRL 16K o a la
PRI 14K. Ademds debido a la carencia de un anticuerpo dirigido contra la
ﬁor::‘én corkcxilc terminzl] de laz PRL 16K, es ain mas dificil discernir <

cual PRL estan reconociendo estos anticuerpos.




Existen otras evidencias que podrtan apoyar la posible participacién
de las PRLs en la regulacién fisiolégica de la angiogénesis como es la
presencia de PRLs con efectos directos sobre la angiogénesis en la
adenohipdofisis, donde se ha identificado a la PRL 16K; en Ila
neurohirdfisis, enriquecida con la PRL 14K (48); en la circulacién, donde
se han detectado a estas dos variantes (48, 52.55,); y, finalmente, de
acuerde a observaciones recientes de nuestro laboratorio, se demuestra

su produscion por las células endoteliales (52 ).

Ahora bien. la demostracién de la existencia de PRLs endégenas quc
pudieser estar participando en el control inhibitorio de la vascularizacién
de la cirnea., implica necesariamente la identificacion del origen de dichas
PRLs. Si bien, en la circulacion se ha identificado a las PRLs de 16 y 14
kDa, que tienen acciones directas sobre la angiogénesis, su acceso al ojo no
es claro. ¥ es menos facrible. Sin embargo, a nivel local, se ha reportado
la presencia de la PRL en las ldgrimas, » que dosis altas de PRL
incrementan la actividad de Na+. K+- ATPasas que influven sobre la
capacidad secrerora de la gldndula lacrimal. ademds de haber observado
la presencia de protefnas tipo PRL inmunorreactivas, en las células

acinares de la gldndula lacrimal de humano. de rata » de conejo, pero las

implicaciones fisiolégicas de la produccién local de PRL vgr. posibles

T S P oy

GCCiIGIiies GiSlre?

a13m no se han investigado.

Por su parte, las células de los epitelios interno y externo de la
cérnea trienen como funcién principal la produccion de la marrix

extracelular que conforma la cérnea ¥ el mantenimiento de una correcta
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permeabilidad, esre ltimo factor, contribuye ¥y de termina la

transparecia de la cornea (117-125), v pudiera scr probable que estas
células estuviesen produciendo estas protefnas tipo PRL que son

capturadas por los anticuerpos utilizados en este bioensayo.

Orra de las posibles fuentes producroras de PRLs podria ser la retina.

La retina. produce factores angiogénicos como el factor de crecimiento

endorelial vascular (VEGF), que en condiciones patoldgicas, debido a qguc

es un facror difusible, estimula la producciéon
hacia las cdmaras internas del ojo (119-123), y teniendo en cuenta que

equilibrio vascular, es posible, que sea la PRL wuno de los

de vasos sangufneos atn

debe existir un
probables mediadores de este balance.

@#lrima posiblidad. aunque tal vez menos favorecida,

Finalmente, una
neovascularizacion se

vasos de donde proviene la
la coroides. pudiera ser que pése a los bajos
¥

es que dado que los
localizan principalmente en
niveles de PRL circulanre,
procesada proreclfticamente a una variante anriangiogénica,
PRL producida por e€! endcielic la que renga estos efecros.
identificada en la gldndula lacrimal tenga algun
Ademds. rampoco se descarrta la

ésta pudiese ser caprada por el endorelio
o que sea lz

Sin embargo,

pudiese ser que la PRL

efecro sobre esre mecanismo inhibirorio.
ros comparrtimenros del oio

Lk}

It
3
"~

posiolitaad de Gue €EXiSian
vitreo y/o el humor acuoso, o en los tejidos mismos

como. son el humor
identificar la presencia o no de

(codrnea, retina, iris), y serla interesante

PRL en estos sitios, y de existir, intentar discernir su papel fisiolégico.
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CONCLUSIONES

1. El bioensayo de la cérnea de la rara se establecié en el laborarorio

comeo modelo experimental de angiogénesis [u-vivo. Dicho modelo fue

validado para detectar bajo condiciones operacionales satisfacrorias que

permiten valorar y cuantificar respuestas angiogénicas especfficas en

Juncion de:

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

todos los experimentos.
b ) Efecros dosis dependientes en respuesta a la accién de un factor

angiogénico conocido (bFGF).

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

bFGF. Este hallazgo demuestra por primera ve: [n=-viyvo el efecro
anragonico de dicha PRL sobre la accién estuimulatoria del bFGF ¥

confirma hallazgos previos sobre si accion inaibidora de la angiogénesis

3. La administracién de amnticuerpos especificos policlonales y

r2 v humiann  So asocid ocnn un aumenrtn e» |la
incidencia de angiogénesis. Este efecro parece ser especifico en virtud de
que concentraciones similares de anticuerpos preinmunes y de protefnas

inespecificas no modificaron la incidencia basal de angiogénesis.
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