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Abreviaciones utilizadas frecuentemente:

ADN: Acido desoxiribonucíéico.
BBCEC: Células endoteliales de capilares de corteza bovina.
bFGF: Factor de crecimiento básico de fibroblastos.
CAM: Membrana corioalantotdea.
CE: Células endoteliales.
CERR: Células endoteliales de retina de rata.
Err Std: Error estándar.
GH: Hormona de crecimiento.
HUVEC: Células endoteliales de vena de cordón umbilical humanas.
IGF: Factor de crecimiento semejante a la insulina.
JAK: Cinasa Janus.
LC: Lisado celular.
MAPK: Cinasa de proteínas activada por mitógeno.
mARN: Acido ribonucleico mensajero.
WIC: Medio condicionado.
MD: Monocapa dañada.
MEC: Matriz extracelular.
WIN: Monocapa normal.
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.
PEDF: Factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentado.
PL: Lactógeno placentario.
PLF: Proliferina.
PRL: Prolactina.
PRLR: Receptor de la PRL.
PRP: Proteína relacionada a la proliferina.
SNC: Suero Normal Conejo.
Stat: Translocadores activados por la transducción de señales.
Sub: Subconfluencia.
TGF: Factor de crecimiento transformante.
TSP-I: Trombospondina.
VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.



ABSTRACT

Prolactin (PRL) isoforms of 23 and 16 KDa stimulate and inhibit blood

vessel growth, respecíively, and could be involved in the regulation of ocular

angiogenesis. Both proteins nave been detected in ocular fluids and tissues from

rats and humans. In addition, the local treatment with antibodies anti-PRL induces

cornea! angiogenesis. In a previous work we showed that endothelial cells from rat

retinal capülaries express PRL mRNA. The present study confirms the expression

of prolactin mRNA ¡n retinal endothelium by in situ hybridization, and the

translation of PRL messenger to a 23 KDa protein, as has been shown by

¡mmunocitochemistry, Western blot analysis and ELISA. In order to explore if PRL

is secreted to the culture médium from rat retinal endothelial cells, we detected

PRL-líke antigens in the conditioned media of retinal endothelium by.Western blot

and ELISA. The bioactivity of this PRL was confirmed using Nb2 cell bioassay. The

possibility of an autocrine role of PRL in retinal endothelium was obtained by the

detection of the PRL receptor mRNA by Southern blot analysis. We were also able

to detect that PRL receptor mRNA increases its expression in response to bFGF

and injury. Activation of the PRL receptor signal transduction pathway was

observed in injured monolayers of retinal endotheüal cells. Furthermore, the bFGF-

stimulated proliferation of retinal endothelium was inhibited in the presence of PRL

antibodies. These results support the hypothesis that PRL is. an autocrine regulator

of retinal endothelial ceil proliferation.
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Isoformas moleculares de 23 y 16 kDa de la proíactina (PRL) estimulan e

inhiben la angiogénesis, respectivamente, y podrían estar involucradas en el

control de ia angiogénesis ocular. Ambas proteínas se han detectado en tejidos y

fluidos oculares de ratas y humanos y el tratamiento local con anticuerpos aníi-

PRL induce angiogénesis en la córnea. En un estudio previo se demostró que

células endoteliales de la microcirculación de la retina expresan el mARN de la

PRL. En este trabajo se corroboró la expresión de este mensajero utilizando

hibridación in situ, y se exploró su traducción a proteína, secreción al medio de

cultivo y bioactividad. Asimismo, se abordó la posibilidad de que la PRL del

endotelio de retina de rata tuviera efectos autócrinos a través de analizar la

expresión de su receptor, la activación de la vía de transducción de señales y su

proliferación en presencia de anticuerpos capaces de ¡nmunosecuestrar a la PRL

endógena. Mediante inmunocitoquímíca, análisis de Western blot y ELISA se

determinó la producción y secreción de PRL al medio de cultivo de las células

endoteliales de retina de rata. Utilizando el bioensayo en la línea de Sinfonía de

rata Nb2, se observó que la PRL producida por este endotelio presenta actividad

biológica. El análisis por Southern blot de productos retrotranschtos y amplificados

por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) detectó la presencia del ARN

mensajero del receptor largo de PRL. Esta expresión fue mayor en células

tratadas con bFGF y en monocapas dañadas mecánicamente. Estos resultados

concuerdan con la activación de la proteína Stat 5b en monocapas dañadas.

Además, el tratamiento con anticuerpos anti-PRL, pero no con anticuerpos pre-

inmunes, inhibió la proliferación celular estimulada por el bFGF. Estos resultados

son consistentes con una posible estimulación autócrina de la proliferación

endotelial vía el receptor de PRL.
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La Angiogénesis

El Sistema Vascular está compuesto por arterias y venas, las cuales al

ramificarse dan lugar a arteriolas y vénulas, respectivamente, a las que también se

les denomina como vasos sanguíneos o capilares. Estos últimos están

compuestos por una pared delgada de células endoteliales (CE) que conforman el

lumen del capilar, y por los pericitos que son células de músculo liso que rodean ai

endotelio (D'Amore, P. etal., 1999).

Los vasos sanguíneos se forman a partir de dos procesos: 1) la

vasculogénesis, la cual da origen a los vasos a partir de precursores de las células

endoteíiales llamados angioblastos, y 2) la angiogénesis, que consiste en la

formación de un nuevo vaso sanguíneo a partir de uno ya existente, usualmente

de una vénula. La vasculogénesis se presenta primordialmente durante la

embriogénesis, y su principal fin es establecer de novo la red vascular, mientras

que la angiogénesis es un proceso restringido a ciertas condiciones fisiológicas del

adulto como lo son la reparación tisular, o eventos del sistema reproductivo de las

hembras (embarazo, lactancia, ciclo estra!, menstruación). Exceptuando estas

situaciones, el desarrollo de un proceso angiogénico en organismos ya formados

es una condición asociada a diversas patologías involucradas con enfermedades

autoinmunes como la uveitis o ¡a artritis reumatoide, con el crecimiento de tumores

y metástasis, o con retinopatías como la diabética o la del prematuro, a las cuales

se les hará énfasis posteriormente (D'Amore, P. et al., 1999 y Yancopoulos, G. et

al., 1998).

La angiogénesis es un proceso dinámico en el que ocurren diversos

eventos individuales. Estos están representados esquemáticamente en la Figura

1. Para que un vaso sanguíneo se llegue a formar es necesario que factores de

crecimiento estimulen a las células endoteliales (a), las cuales degradan la

membrana basal mediante el efecto de diversas proteasas (b), lo que permite la

migración y la proliferación de las células (c). En la migración del endotelio



participan diversas moléculas de adhesión que regulan la interacción célula-matriz

extraceíular. Posterior a la migración y proliferación, e! endotelio se organiza

tridimensionalmente para formar ío que será el íumen del nuevo vaso sanguíneo

(d). En este evento están involucradas moléculas de adhesión que regulan la

interacción célula-célula. Hasta este momento, el tubo sanguíneo recién formado

constituye una red vascular primaria, la cual debe someterse a un proceso de

remodelación para formar vasos maduros de mayor tamaño. La remodelación de

los vasos está dada por el reclutamiento de células mesenquimales que se

diferenciarán a pericitos, los cuales estabilizan la nueva vasculatura. Los pericitos

son atraídos por el endotelio para que cubran la nueva red capilar dándole, de

esta forma, protección y estabilización (e). Los vasos que no han sido cubiertos o

estabilizados son susceptibles de sufrir un proceso de regresión. Este paso de

estabilización del vaso sanguíneo recién formado constituye el evento final del

proceso angiogénico (Klagsbrun, M. y Moses, M., 1999). Sin embargo, la

angiogénesis no es un proceso del todo o nada. La dinámica para establecer un

vaso sanguíneo es ¡a consecuencia del balance que se presenta entre factores

estimuladores o inhibidores de cualquiera de los pasos mencionados

anteriormente de la cascada angiogénica, de tal forma que el resultado neto puede

ser iniciar, mantener o alternativamente inhibir este proceso (Figura 2). Cabe

señalar que en condiciones fisiológicas normales el balance favorece a los

factores inhibidores y como consecuencia el endotelio se encuentra en un estado

de quiescencia (Lelkes, P. et a/., 1996).

En los últimos 20 años se ha descrito una gran variedad de factores

angiogénicos, los cuales comprenden a diversos grupos de moléculas como lo son

factores de crecimiento, enzimas, citocínas, hormonas o quimiocinas (Figura 2).

Entre los principales activadores del proceso angiogénico se encuentran miembros

de la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), los cuales

ejercen una función predominante como factores proangiogénicos sobre las CE

(Klagsbrun, M. y D'Amore, P., 1996).

Con respecto a los factores inhibidores de la angiogénesis o angiostáticos,

también se ha descrito el efecto de moléculas con características diversas como lo



son péptidos proteolíticos, proteínas de la matriz extraceíular (MEC), inhibidores

de enzimas, citocinas, hormonas o quimiocinas (Figura 2). Dentro de Ios-

principales factores antiangiogénicos caracterizados que actúan directamente

sobre !as CE como inhibidores endógenos se encuentra la molécula de matriz

extraceíular Trombospond¡na-1 (TSP-1) (Zetter, B., 1998). Este mismo efecto se

ha reportado para fragmentos peptídicos provenientes de moléculas de mayor

tamaño originados por proteólisis como lo son ¡a Angiostatina, correspondiente ai

fragmento interno de 38 kDa del plasminógeno (O'Reilly, M.S. et ai, 1994) , la

Endostatina, que es el fragmento de 20 kDa carboxilo-terminal de la colágena

XVIf! (O'Reilly, M.S. et ai,, 1997), o el fragmento de 16 kDa amino-terminaí de la

Proiactina (PRL) (Clapp, C. et al., 1993). En estos casos las moléculas completas

no poseen efectos aníiangiogénicos.

En ¡a Figura 2 se observa que existen factores como el factor de

crecimiento transformante-p (TGF-p) que tienen efectos antagónicos sobre la

angiogénesis, es decir pueden ser inhibidores o estimuladores, dependiendo de!

modelo valorado. El TGF-p es angiostático in vitro, pero angiogénico in vivo

(Pepper, M.S., 1997). Otras moléculas, como el factor de necrosis íumoral-cc (TNF~

a), produce efectos antagónicos dependiendo de la dosis (Fajardo, L. et al., 1992).

Muchos de los factores enlistados en la Figura 2 poseen efectos específicos

sobre las angiogénesis. Sin embargo, existen moléculas que presentan un amplio

espectro de acción más allá de la regulación de la formación de vasos

sanguíneos. Un ejemplo de estas moléculas son las hormonas.

La regulación por hormonas de la angiogénesis es un fenómeno complejo,

dado que estas pueden ser producidas como factores autócrinos por las CE, de

manera similar a como acontece con muchos otros reguladores, o bien pueden

tener efectos indirectos sobre el endotelio, actuando sobre otros tipos celulares

para inducir en ellos la producción de reguladores angiogénicos (Corbacho, A. et

al. 2001).

Dentro de las hormonas que son producidas por las CE, se encuentran

miembros de la familia de la PRL, como es el caso del fragmento antiangiogénico

de 16 kDa que se mencionó anteriormente.



En !a siguiente sección se describirá más detalladamente eí efecto que

ejercen moléculas pertenecientes a esta familia de hormonas sobre la

angiogénesis.

(a) Factore
angiogénicos
que se une
a rece plore
localizados
en las CE.

(b) Degradación de la
membrana basa! por
proteasas.

(d) Organización tridimensiona
de ¡as CE.
Diferenciación de células
mesenquimales en pericitos.

(e) Estabilización
del vaso por
atracción de
pericitos.

Vaso sanguíneo

Figura 1.- Eventos individuales que ocurren en la angiogénesis. (a) Estimulación d
!as células endoteliales . (b) Degradación de la membrana basal. (c) Migración
proliferación de las células endoteüales. (d) Organización tridimensional del endoteü
para formar el lumen del vaso, (e) Estabilización del vaso sanguíneo. (Tomado d
Klagsbrun, M. y Moses, M., 1999).



INHIBIDORES ESTIMULADORES

*Péptidos Proteolíticos
Angiostatina
Endostatina
Prolactina 16 kDa**

"Proteínas de MEC
Trombospondina
Péptidos de Fibronectina

'Inhibidores de enzimas
Inhibidores de
metaloproteinasas (TIIVIPs)
Inhibidor del activador de
plasminógeno

*Citocinas
Factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) (dosis altas)
Interferones
Factor de crecimiento
transformante p (TGF-J3)

"Hormonas
2-Methoxiestradiol
Proteína relacionada a la
proüferina (PRP)**
Prolactina 16 kDa"

*Qu¡m¡ocÍnas
Factor plaqueíario 4 (PF-4)

ANGIOGÉNESIS

'Factores de crecimiento
VEGF
Factor de crecimiento de fibroblastos
ácido y básico (aFGF y bFGF)
Factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)
Factor de crecimiento de hepatocítos
(HGF)
Factor de crecimiento tipo insulina !
(IGF-Í)
Eritropoyetína
Factor estimulador de granulocitos (G-
CSF)

"Enzimas
Angiogenina
Metaloproteinasas de matriz
extraceluíar

'Citocinas
Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
(dosis bajas)
Factor de crecimiento transformante a

Estimuladores y p (TGF-CC y TGF-P)

'Hormonas
Estrógenos
Prostagiandinas
Foüstaüna
Proliferina **

'Quimiocinas
fnterleucina 8 (IL-

Figura 2.- Balance angiogénico. Regulación de la formación de vaso
sanguíneos por factores inhibidores y estimuladores.
**Moléculas pertenecientes a la familia de la Proiacíina.
(Tomado de Klagsbrun, M. y Moses, M., 1999 y Lelkes, P. etal., 1996).

La Prolactina en la angiogénesis

La Prolactina (PRL) pertenece a una familia de hormonas a ia que también

pertenecen la Hormona de Crecimiento (GH) y el Lactógeno Piacentario (PL). Se

cree que estas hormonas provienen de un gen ancestral común ya que presentan

una alta similitud en su composición de aminoácidos, estructura y actividad

biológica. La PRL y la GH se encuentran en todos los vertebrados, mientras que

el PL solo está presente en los mamíferos. Todas estas hormonas están

compuestas por 190-200 aminoácidos, y las proteínas maduras tienen un peso



molecular de 22-23 kDa. La estructura terciaria de la PRL y la GH está

estabilizada por puentes disulfuro y la componen cuatro alpha-hélices

antiparalelas (Ben-Jonathan, N. etal,, 1996 y Bole-Feysot eí a/.,1998).

Dentro de las funciones biológicas que se han descrito para la PRL se

encuentran aquellas que ejerce sobre la reproducción, la osmoregulación, ía

conducta, ¡a regulación inmune, el crecimiento, el metabolismo, y recientemente

se han descrito acciones sobre la angiogénesis. Estas funciones ¡as lieva a cabo

actuando de manera autócrina, parácrina o endocrina, siendo su principal fuente

de producción ios lactotropos de la hipófisis anterior. Sin embargo, su producción

se ha detectado en numerosos tejidos extrahipofisiarios. Por mencionar algunos,

la expresión del gen de la PRL o de la proteína se ha reportado en miornetno,

decidua, cerebro, glándula lagrimal, timo, bazo, epitelio mamario, piel, pulmón,

células inmunes, fluido cerebroespinal, lágrimas, sudor, leche, líquido amniótico,

líquido folicular y, como ya se mencionó, en el endotelio. Esta amplia diversidad en

su síntesis, explica parcialmente su amplio espectro de acción, el cual también

puede deberse a la diversidad estructural de ia hormona y a la de sus receptores

(Ben-Jonathan, N. etal., 1996 y Bole-Feysot, C. etal., 1998).

Por lo que respecta a la diversidad molecular de la PRL, ésta en su forma

nativa de 23 kDa sufre diversas modificaciones postraduccionales, como lo son la

glicosilación, ía fosforilación, la dimerización, la agregación o bien el corte por

enzimas proteolíticas que generan el fragmento amino terminal de 16 kDa, y el

carboxilo terminal de 8 kDa. Este corte enzimático en la rata se produce entre los

residuos de aminoácidos de Tyr145-Leu146 y de Trp148-Ser149. El fragmento de 16

kDa se ha encontrado en ¡a circulación de ratas y humanos, así como en la

hipófisis, en el líquido amniótico y en algunos tejidos oculares de ía rata como la

córnea, eí iris y la retina (Corbacho, A. eía/.,2001).

La PRL de 16 kDa comparte algunas funciones con la PRL nativa, sin

embargo, presenta también efectos propios como lo son su actividad

antíangiogénica in vítro e in vivo (Clapp, C. eí a/., 1993), y la estimulación de ¡a

producción de óxido nítrico (NO) y de la isoforma ¡nducible de la enzima que lo

sintetiza (¡NOS) en fibroblastos de pulmón de rata (Corbacho, A. eí al., 2000a).



El fragmento de 16 kDa de la PRL, comenzó a considerarse como un factor

antiangiogénico cuando se demostró que inhibía la proliferación basal o la

estimulada por el factor de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF) de células

endoteliales bovinas provenientes de corteza cerebral (BBCEC) o de corteza

adrenal (Ferrara, N. etal., 1991). Un trabajo posterior reforzó esta consideración al

inhibirse el proceso global de la angiogénesis en el modelo in vivo de la membrana

corioalantoidea deí embrión de pollo (CAM), la formación de estructuras tipo

capilar por células endoteliales de cerebro bovino sobre ge!es de colágena (Clapp,

C. et al., 1993) o la inhibición de la angiogénesis en la córnea de !a rata (Dueñas,

Z. et ai, 1999a). Este efecto antiangiogénico de la PRL de 16 kDa ha sido

demostrado en diversos tipos de endoteüo, y también es llevado a cabo por un

fragmento de ¡a PRL de 14 kDa producido en el tracto hipotálamo-neurohipofisiario

de la rata (Corbacho, A. etal., 2000b, Ochoa, A., etal. 2000, Clapp, C. etal., 1994

y Clapp, C. et al., 1998). Los efectos antiangiogénicos de la PRL de 16 KDa

parecen ser mediados por receptores de alta afinidad localizados en ías

membranas de las células endoteliales a los que no se une la PRL completa. Sin

embargo, este receptor no ha sido clonado ni caracterizado hasta el momento

(Clapp, C.y Weiner, R., 1992).

El mecanismo de acción de la PRL de 16 kDa sobre el endoteüo no se

conoce, pero se han logrado elucidar algunos de los eventos que desencadena en

las BBCEC. Estos incluyen: 1) la inhibición de la fosforilación de las cinasas

activadas por mitógeno (MAPK) p42 y p44 después de su activación por ¡os

mitógenos endoteliales VEGF y bFGF (D'Angelo, G. et al., 1995), 2) la inhibición

de la activación de Ras inducida por el VEGF (D'Angelo, G. eí al., 1999), 3) ia

inducción de la apoptosis mediante ia activación de caspasas (Martini, J.F., etal.,

2000) y 4) la inhibición de la actividad de urokinasa activada por el bFGF mediante

un incremento en la expresión de un inhibidor de esta enzima, el inhibidor del

activador de plasminógeno (PAI-1) (Lee, H., etal., 1998).

Se ha puesto de manifiesto recientemente la posibilidad de utilizar al

fragmento de 16 KDa de la PRL como un agente terapéutico en la inhibición de la

angiogénesis tumorai. Al respecto los resultados de Bentzien, F. eí al. (2001)



demuestran que la inyección de células tumorales productoras de PRL de 16 KDa

inhibe la angiogénesis y por lo tanto el crecimiento tumoral en un modelo murino.

Se han obtenido resultados controversiales con respecto ai efecto que

ejerce la PRL completa sobre la angiogénesis. Evidencias de Merkle, C. et al.

(2000) muestran la presencia del receptor para la PRL en endotelio de aorta

pulmonar bovina, y en este mismo trabajo reportan efectos que apuntan hacia una

posible función antiangiogénica de la homona completa. Sin embargo, datos de

Struman, I. et al. (1999), señalan a la PRL de 23 kDa como un factor angiogénico

in vivo, sin efectos detectables in vitro sobre la proliferación de las BBCEC. A

pesar de esta discrepancia y cualquiera que sea su efecto, el hecho de encontrar

a! receptor de la PRL en el endotelio refuerza su posible acción sobre las CE, y

por lo tanto, sobre la angiogénesis.

De manera similar a como acontece con muchos de los reguladores

angiogénicos, la PRL también es producida por CE de diversos orígenes como lo

son los capilares del endoteüo de la retina de la rata, las CE de la vena de cordón

umbilical humana (HUVEC) o las BBCEC. Esta producción se ha detectado tanto

al nivel de la expresión de su ácido ribonucleico mensajero (mARN) como al nivel

de la proteína completa y, en algunos casos, de ciertas variantes moleculares de

la misma como lo es la PRL de 16 kDa en HUVEC (Corbacho, A. et al., 2000b,

Ochoa, A., etal. 2000, y Clapp, C. etal., 1998).

También se han reportado los efectos de otras hormonas ¡actogénicas

sobre la angiogénesis. Al respecto se ha planteado una correlación directa entre el

grado de neovascularízación inducida por hipoxia en la retina y los niveles de GH

(Smith, L.E. et ai, 1997). Este hecho se refuerza con el hallazgo de que la GH

humana es capaz de estimular la proliferación de células endoteliales de retina

humana (Rymaszewski, Z. et al., 1991), y de igual forma de tener efectos

angiogénicos in vivo estimulando el crecimiento de vasos sanguíneos en el

modelo de la CAM. Este efecto in vivo se ha reportado también para la GH bovina

o de pollo (Gould, J. etal., 1995).

Algunas hormonas lactogénicas placentarias también se han involucrado

con el crecimiento de vasos sanguíneos. Tal es el caso del lactógeno placentario
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(PL), de la Proüferina (PLF) y de la Proteína relacionada a la Proüferina (PRP). El

PL es capaz de unirse con alta afinidad al receptor de la PRL, por lo que los

efectos sobre angiogénesis que se han reportado para esta hormona son similares

a los de ia PRL: en modelos in vitro no tiene efecto, pero in vivo estimula el

crecimiento de vasos sanguíneos (Jackson, D., eí al., 1994).

Por lo que respecta a la PLF y a la PRP, la primera ejerce efectos

estimulatorios y ía segunda inhibitorios sobre la angiogénesis tanto en modelos in

vivo como in vitro (Jackson, D. eí a!., 1994).

La PRP ha sido considerada recientemente como un posible agente

terapéutico anti-tumoral, dado que logra inhibir el crecimiento de tumores in vivo, a

través de inhibir ía vascularización de los mismos (Bengtson, N. y Linzer, D.I.,

2000).

Como se mencionó anteriormente, la diversidad funcional de la PRL

también es el resultado de la diversidad morfológica de los receptores a los que se

une. Estos pertenecen a la clase 1 de la superfamüa de receptores para atocinas.

Provienen de la edición alternativa del gen que los codifica, dando lugar a

proteínas que difieren en la longitud y composición de. sus dominios

intracitopiasmáticos. La rata es la especie en la que mejor se han caracterizado

estas isoformas que .comprenden una forma larga (80-85 kDa), una forma

intermedia (65 kDa) y una forma corta (45 kDa). Sin embargo, en todos los casos,

el dominio extracelular de unión a la PRL es idéntico. La activación de! receptor de

la PRL comprende su homodimerización por efecto de unión de la hormona, y la

posterior activación de la vía de la cinasa Janus (JAK) y de los translocadores

activados por la transduccción de señales (Stat) principalmente (Bole-Feysot, C. et

al. 1998).

La expresión del receptor de PRL es ubicua, sin embargo la proporción de

las variantes expresadas puede variar de tejido a tejido, y de igual forma depender

del estado fisiológico del individuo, ¡o que ayuda a comprender la diversidad

funcional de la PRL.
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La Angiogénesis en la retina

El estudio de la angiogénesis ocular tiene una gran relevancia clínica dado

que la neovascularización de la retina es la causa más común de ceguera en todo

ei mundo, asociada principalmente a la retinopatía diabética. Sin embargo, existen

otras enfermedades en la retina en las que también se presenta

neovascularización como lo son la retinopatía del prematuro o la oclusión de la

vena retiniana. Todas las patologías anteriores son originadas principalmente por

hipoxia o isquemia y se les refiere como retinopatías isquémicas (Campochiaro,

P.A., 2000).

El desarrollo vascular de la retina se origina a partir de la combinación de

mecanismos de vasculogénesis y de angiogénesis. Ocurre tardíamente durante el

desarrollo embrionario comparándolo con la mayoría de los procesos de la

ontogenia. En algunas especies como en la rata, ei establecimiento de la red

vascular retiniana se completa después del nacimiento, mientras que en el

humano se completa un poco antes del mismo (Campochiaro, P.A., 2000, y Stone,

J.y Maslim, J., 1997).

A ia retina ¡a irrigan dos lechos vasculares: ios vasos retiñíanos y los vasos

coroidales. Los vasos retiñíanos se forman a partir de la ramificación de la arteria

retiniana central, la cual entra al ojo a través del nervio óptico. Estos vasos corren

a lo largo de la superficie de !a retina y se forman por vasculogénesis.

Posteriormente1 estos vasos se ramifican mediante angiogénesis irrigando los dos

tercios internos de la retina. La retina externa se conserva completamente

avascular recibiendo el aporte de nutrientes y de oxígeno de la circulación de la

coroides (Campochiaro, P.A., 2000, y Stone, J. y Maslim, J., 1997).

En eí adulto se puede encontrar remodelación de ¡a red vascular retiniana

ya establecida. Si aumenta la tensión de oxígeno se puede presentar regresión

vascular, pero si se presentan isquemia moderada u oclusiones parciales de ia

vena retiniana central pueden resultar en la formación colateral de vasos

sanguíneos no patológica, poniéndose de manifiesto la relevancia fisiológica de la

hipoxia (Stone, J. y Maslim, J., 1997).
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En la formación de vasos sanguíneos de la retina tanto patológica como

fisiológica, intervienen muchos factores reguladores de la angiogénesís producidos

locaimente, siendo particularmente relevante el VEGF, el cual se expresa

principalmente en respuesta a ¡a hipoxia. En retinas de rata en desarrollo la

expresión del VEGF se correlaciona en tiempo y espacio con los vasos en

formación (Murata, T. et al., 1996). Cuando se presenta hipoxia, el incremento de

expresión del VEGF no solo se concentra en las células endoteliales, sino que

también es expresado en otros tipos celulares de la retina como lo son astrocitos,

células de Müller, o epitelio pigmentado. Asimismo, la expresión de los receptores

que median las acciones del VEGF también aumenta cuando disminuye la

concentración de oxígeno, solo que esta expresión se da principalmente en las

células endoteliales de los capilares de la retina (Takagi, H. et al., 1996).

El incremento de expresión del VEGF también se correlaciona con diversas

patologías vasoproíiferativas oculares como son la retinopatía diabética, la

oclusión de la vena retiniana central o los tumores oculares (Pe'er, J. et ai, 1995

yAiello, L.P. efa/., 1994).

La participación de otros factores angiogénicos como el bFGF sobre la

proliferación de vasos en !a retina no es de! todo clara. Al respecto, trabajos con

ratones transgénicos que expresan el bFGF fusionado con el promotor de la

rodopsina, no muestran ningún cambio morfológico en la retina, ni en la

vascularización de la misma, la cual no es modificada en respuesta a la hipoxia

(Ozaki, H. eí al., 1998). El crecimiento de vasos sanguíneos en estos ratones se

observa únicamente si hay daño celular en la retina (Yamada, H. et a/., 2000).

Otro mecanismo estimulador de la angiogénesis en la retina puede ser la

expresión de factores permisivos que contribuyen a un incremento del efecto del

VEGF. Al respecto se han reportado los efectos de la insulina incrementando la

expresión del VEGF (Lu, M. eí al., 1999) o del estradiol incrementando la

expresión de uno de sus receptores (Suzuma, I. et ai., 1999).

La posibilidad de un efecto de diversos miembros pertenecientes a la familia

del factor de crecimiento tipo insulina (IGF) se ha propuesto sobre la angiogénesis

secundaria a ¡a isquemia, ya que se ha encontrado elevada la expresión de los
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mismos en el humor vitreo de pacientes con diversas retinopatías (Meyer-

Schwickerath, R. etal., 1993).

Recientemente se ha planteado que !a angiopoietina 2, una proteína que

participa en el ensamble de la red vascular durante eí desarrollo, podría estar

implicada en la angiogénesis retiniana tanto fisiológica como patológica, ya que fos

niveles del mARN de ¡a misma se encuentran elevados en la retina en desarrollo y

en un modelo de retina isquémica (Hackett, S.F. et al., 2000).

La presencia de factores inhibidores de la angiogénesis en diversos

compartimentos oculares los involucra con su función reguladora en este proceso.

Al respecto se ha encontrado que miembros de la familia del TGF-p presentan una

expresión constitutiva en la retina, la cual disminuye cuando hay isquemia

(Mathura, J.R. et al., 2000). Estos péptidos también han sido detectados en el

humor acuoso (Hayasaka, K. et al., 1998). En este mismo sentido se ha reportado

el efecto de la trombospondina I, detectada en el vitreo y humor acuoso de ratas

normales pero no en ratas diabéticas (Sheibani, N. et al,, 2000). Este incremento

en la expresión de la trombospondina parece estar regulado por el VEGF en forma

bifásica. En una fase temprana de la vascularización el VEGF la inhibe, y en una

fase tardía la aumenta, deteniéndose, de esta forma, la angiogénesis inducida por

el mismo (Suzuma, K. eí al,, 1999).

El epitelio pigmentado produce un péptido denominado factor de

crecimiento derivado del epitelio pigmentado (PEDF) el cual tiene una potente

actividad antiangiogénica en retinas isquémicas. Este factor es detectado en altas

cantidades en el humor vitreo y en la retina en humanos( Dawson, D.W. et ai,

1999 y Stellmach, V. et al., 2001).

En el establecimiento de los vasos sanguíneos de la retina se presenta toda

una cascada de eventos en la que participan proteasas, inhibidores de proteasas,

proteínas involucradas con la progresión del ciclo celular, moléculas de adhesión,

etc. Es por ello que el desarrollo de estrategias para inhibir la vascularización

patológica de la retina ha sido complicado. El principal blanco de acción, lo

constituye el VEGF. Sin embargo, la vascularización inducida por este factor no ha

logrado ser abolida completamente utilizando anticuerpos o secuencias
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antisentido. Actualmente la principal estrategia inhibitoria que parece funcionar es

aquella que bloquea la vía de señalización activada por el VEGF, y al respecto se

ha encontrado que si se utiliza un inhibidor selectivo de- cinasa que bloquea la

actividad de cinasa del receptor del VEGF, se inhibe completamente la

vascularización en un modelo murino de retinopatía del prematuro. (Ozaki, H. et

al., 2000).

La PRL en el ojo

La posibilidad de la participación de hormonas lactogénicas en la

neovascularización patológica ocular no es una idea reciente. En los años 50's el

método paliativo para reducir la neovascularización en pacientes con retinopatía

diabética era la hipofisectomía. Desde ese momento se planteó la hipótesis de que

un factor hipofistario podría estar implicado en esta clase de angiogénesis (Wright,

A.D. et al., 1969). Sin embargo, los trabajos que se han hecho al respecto son

pocos y los resultados controversiales.

A partir de los hallazgos iniciales se propuso a la GH como una de las

hormonas involucradas en el crecimiento de vasos sanguíneos en las retinas

diabéticas. Este hecho se fundamenta en los altos niveles de GH que presentan

los pacientes con retinopatía diabética, y en la mejoría de los mismos al quitar la

principal fuente productora de GH (Wright, A.D., et al., 1969). Evidencias más

recientes han mostrado que la GH estimula directamente la proliferación de

células endoteliales de retinas humanas (Rymaszewski, Z. et al., 1991) y que al

inhibirse la secreción de esta hormona no se desarrolla neovascularización en un

modelo de retinopatía isquémica murina (Smith, L.E. et al, 1997). Sin embargo, la

GH no es la única hormona lactogénica que parece participar en la angiogénesis

ocular. Experimentos con implantes en córneas de rata conteniendo anticuerpos

anti-PRL, mostraron una inhibición de la vascularización inducida por el bFGF

(Dueñas, Z. et al., 1999a). Estos hallazgos indican la presencia de PRLs

antiangiogénicas en el ojo, las cuales podrían estar regulando la formación de

vasos en ciertos tejidos. Una de estas PRLs antiangiogénicas podría ser el
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fragmento de 16 kDa, e! cual ya ha sido detectado en fa córnea y en el humor

acuoso de ratas (Dueñas, Z. et al., 1999b).

La detección de la hormona completa en el humor acuoso y fluido

subretiniano de pacientes con retinopatía del prematuro, también la involucran con

la angiogénesis ocular. Cabe señalar que los niveles detectados de PRL en estos

fluidos no están en proporción con ios niveles circulantes de PRL, por lo que es

probable que sea producida ¡ocalmente. En apoyo a estos datos se ha encontrado

la expresión del mARN de PRL en membranas fibrovasculares del humor vitreo en

pacientes con retinopatía del prematuro, y en el endotelio de retina de rata

(Quiroz, H. etal., 2000 y Ochoa, A. etai, 2000).

La posibilidad de un efecto de PRL en el ojo, se pone en relieve por el

hallazgo de sus receptores. Al respecto se ha encontrado el receptor de PRL en ¡a

glándula lagrimal y en la córnea (Wood, R.L. et ai, 1999 y Dueñas, Z. et al.,

1999b). A pesar de todas estas evidencias que involucran a la PRL con la

angiogénesis ocular, hasta el momento no se ha estudiado la relación que existe

entre esta hormona y el endotelio de la retina, relación que constituye uno de los

objetivos principales del presente trabajo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Tomando en cuenta las siguientes evidencias:

A) La PRL es producida por células endoteliales bovinas y humanas tanto de la

micro como de la macrocirculación.

B) Parece estar implicada en la angiogénesis.

C) Es producida por diversos tejidos y fluidos oculares,

D) y está relacionada con la angiogénesis ocular;

se ha propuesto la siguiente hipótesis general de trabajo:

HIPÓTESIS

" La prolactina es producida y secretada por el endotelio de la retina de rata, en el

cual actúa como un factor autócrino "

17



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
i o 9 • i • D o i a a n i « « • • i g i • • a g n • • i a < > • • i • • a D i i < H D a a a i a • i > • > n i « • • i

Tomando en cuenta las siguientes evidencias:

A) La PRL es producida por células endoteliales bovinas y humanas tanto de la

micro como de la macrocirculación.

B) Parece estar implicada en la angiogénesis.

C) Es producida por diversos tejidos y fluidos oculares,

D) y está relacionada con la angiogénesis ocular;

se ha propuesto la siguiente hipótesis general de trabajo:

HIPÓTESIS

" La prolactina es producida y secretada por el endotelio de la retina de rata, en el

cual actúa como un factor autócrino "

17



OBJETIVO GENERAL

Determinar si el endotelio de retina de rata produce.y secreta PRL como un

factor autócrino regulador de su proliferación.

OBJETIVOS PARTICULARES
m a i i i i s i i i i i i i a a g i a i i i i i i t i i i i i i i i i t i o i i i i i i i i a a n i i i D i i i i i i i g i R i i i a i i i i i i i i i o i a d i i i i H i i i i i i i i i i i i i g i i a i i g a i

1.- Corroborar la expresión del mARN de la PRL en el endotelio de retina de rata

mediante hibridación in situ.

2.- Determinar la presencia de la proteína .

3.- Determinar si la PRL producida por ei endotelio de retina de rata presenta

actividad biológica.

4.- Analizar la posibilidad de un efecto autócrino sobre proliferación añadiendo

anticuerpos anti-PRL y PRL a las células de retina de rata, y determinando la

expresión de su receptor.

5.- Explorar si se activa la vía clásica de señalización del receptor dé PRL en las

células endoteliaies de retina de rata.
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MATERIALES Y MÉTODOS
i n i i i i > a i i i > i i > i • i i m i i i i i u I I M I i i i i i i i i i i i D > i i i i i i i i i i i i i i > i i i a i s i i > i i i i i i i i < i «

Reactivos

Eí suero norma! de conejo y los anticuerpos anti- IgG de conejo o anti-lgG

de ratón acoplados a rodamina (TRITC) se obtuvieron de Jackson

[mmunoresearch Laboratories (West Grove, PA) . La PRL de rata de 23 kDa

(grado biológico), así como la PRL humana, ia GH humana y los anticuerpos anti-

PRL de rata (S9 e IC5), fueron donados por Albert F. Parlow de! Programa

Nacional de Hormonas e Hipófisis (NIH, Torance, CA). Un antisuero antí-PRL se

produjo en conejos contra el estándar de PRL de rata de 23 kDa y se caracterizó

como se ha descrito (Dueñas, Z. eí a/., 1999a). Las igGs preinmunes se

obtuvieron del mismo conejo antes de inmunizarío como se describe en Dueñas,

Z,, eí al. (1999a). La PRL de 16 kDa de rata se generó mediante Ea proteólisis

enzimática de la PRL de rata de 23 kDa con una fracción microsomal de glándula

mamaria de rata, filtración en gel y carbamidometilación, como se ha reportado

(Clapp, C, 1987). El bFGF recombinante humano se obtuvo de Gibco, BRL .

(Rockvüle, MD).

<

Cultivo de las células endoíeliales de retina de rata

Las células endoteliales de retina de rata (CERR) se aislaron y

caracterizaron como se ha descrito (Ochoa, A., eí al., 2001). Para los

experimentos se utilizaron células entre los pases 5 y 12. Para su mantenimiento

se utilizó medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) supíementado con

heparina (100 ¡ig/mí), 10% de suero fetal bovino (FBS), bFGF (2 ng/ml) y

estreptomicina-penicilina (100 U/ml). Todos estos reactivos se obtuvieron de

Gibco, BRL.

Ensayos de proliferación de ias CERR

Las CERR se cultivaron en medio definido libre de suero OPTIMEM (Gibco)

a una concentración de 2.5 X 103 células/pozos de 15 mm. Las incubaciones se

realizaron durante 48 horas con los factores de crecimiento o las PRLs añadidas
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en dos ocasiones, una al inicio del experimento y otra 24 horas después. Al final

de la incubación, las células se pulsaron con 0.6 HCi de timidina tritiada

(Amersham, Piscataway, NJ) por pozo durante 20 horas. La incorporación de

timidina tritiada al ADN celular se midió como un indicador de la proliferación

celular. Para ello, se aspiró el medio, y se lavaron las CERR tres veces con ácido

tricloroacético al 5% a temperatura ambiente. Finalmente las células se usaron con

0.25 N de NaOH a 37°C durante 1 hora. Se determinó mediante centelleo líquido

el contenido de timidina tritiada en el lisado.

Modelo de la Monocapa Dañada

Las CERR se dejaron crecer hasta alcanzar confluencia y la monocapa se

dañó mecánicamente rasgando con la punta de una pipeta estéril en varios puntos

de extremo a extremo. El medio se aspiró para quitar las células despegadas y se

añadió medio definido OPTIMEM, en el que se incubaron durante 24 horas a

37-C. Este modelo se basó en el descrito por Merkle, C.J. et al. (2000).

Inmunocitoquímica

Las CERR se sembraron sobre cubreobjetos cubiertos con fibronectina

(Gibco, BRL) en OPTIMEM. El núcleo celular fue teñido con dihidrocloruro de

diaminidina-fenilindola (DAPI, 1 jig/ml, Boehringer, Mannheim, Germany) durante

2 horas a 37°C. Posteriormente, se lavaron las células con PBS y se fijaron con

paraformaldehido-PBS al 4% por 10 minutos a temperatura ambiente. Los sitios

de pegado inespecífico se bloquearon con Suero Normal de Cabra (Vectastain,

Vector, Burlingame, CA) 1:10 en PBS-tritón al 0.3% durante dos horas a

temperatura ambiente. El anti-PRL (IC5) se utilizó 1:1000 en PBS-tritón en el cual

se incubaron las células durante dos horas a temperatura ambiente. Las células se

lavaron tres veces con PBS-tritón y una vez con PBS solo. El anti-lgG de conejo

acoplado a rodamina se utilizó 1:100 en PBS tritón, incubándose las CERR

durante dos horas a temperatura ambiente. Al final de la incubación las CERR se

lavaron tres veces con PBS-tritón y una vez con PBS solo. Los cubreobjetos se
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montaron con PBS-glicerol 1:1 y la tinción se examinó en un microscopio de

epifluorescencia (Olympus, modelo BX60, Lake Success, NY).

Retroíranscripción y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

El ARN total de las CERR se extrajo por un método de un solo paso

(Chomczynski, P. y Sacchi, N., 1987). La retrotranscripción se realizó utilizando 10

p,g del ARN extraído como se describió en Clapp, C. et al. (1994). Para la

detección de la PRL de rata, se utilizaron cuatro combinaciones de primers

complementarios a los exones 2 al 5 deí gen de la PRL de rata. Del exón 2: 5'~

TGTTCTGGTGGCGACTGCCAGACACCT-31, del exón 3: 5'-

ACTTCTTCCCTAGCTACTCCTGAAGAC-3', del exón 4: 5'-

TATCTTTTCGATCCCTTCGAGAAGCCG-31, y del exón 5: 51-

GCAGTTGTTTTTATGGACAATTTGGCA-3'. Para la PCR de la PRL se utilizaron

30 ciclos y una temperatura de hibridación de 65°C. Para la amplificación del

receptor largo de PRL de rata se utilizaron los siguientes primers: 5'-

CCCCAACTCCTGCTTCTTAG-31 para el 5' y el 31 5'-

TATTTTTGGCCCAGGAACTG-31. Para el receptor se utilizó una temperatura de

hibridación de 56°C, y 40 ciclos; en los 20 ciclos finales se añadieron a la mezcla

de reacción los oligonucleótidos complementarios para amplificar a la proteína

ribosomal L19, como control de los niveles de expresión.

Análisis de Southern blot

Veinte microlitros de la mezcla de reacción del RT-PCR se fraccionaron en

gelés de agarosa al 1% y se transfirieron a membranas de Nylon (Hybond,

Amersham). Las membranas se hibridizaron con la sonda clonada de PRL de rata,

con la sonda clonada del rPRLR, o con la sonda de L19 que consistió en un

producto de PCR. Las sondas se marcaron con (cc-32P) deoxy-ATP (New England

Nuclear, Beverly, MA) mediante el método de oligonucleótidos ai azar, y se

hibridizó a 42°C toda la noche. Para detectar la señal se realizó una

autoradiografía (Kodak X-OMAT, Rochester, NY) con una pantalla intensificadora

a -70°C.
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Hibridación in situ

Sondas en dirección sentido y antisentido conteniendo el ácido

desoxiribonucléico complementario (cADN) para la rPRL se transcribieron in vitro a

partir del plásmido Ünearizado- (pcDNA3, Invitrogen, Carlsbad, CA) con las

poümerasas T7 y SP6 y se marcaron con trifosfato de digoxigenínuridina

(Boehringer, Mannheim). Las CERR se sembraron sobre portaobjetos cubiertos

con fibronectina y se fijaron con 4% de paraformaldehido, 5% de ácido acético, y

0.9% de NaCI-PBS a temperatura ambiente por 30 minutos. La hibridación in situ

se desarrolló de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células se

deshidrataron con etanol, se lavaron con xileno al 100% para quitar los lípidos, y

luego se rehidrataron. Se trataron con 0.1% de pepsina en 0.1N de HCI, se

postfijaron con 1% de formaldehído, se lavaron, y se prehibridaron durante 1 hora

a 37°C en buffer de hibridación: 4X SSC pH 7.0, 10% de sulfato de dextran, 1X de

solución de Denhardt's, 2mM de EDTA, 50% de formamida y 500 j.ig/ml de ADN

de esperma de salmón. Las sondas se desnaturalizaron a 80°C durante 10

minutos y la hibridación se realizó en buffer de hibridación por 16 horas a 37°C.

Las CERR se lavaron con SSC 2X a temperatura ambiente. La sonda hibridada se

detectó mediante anticuerpos fluorescentes anti-digoxigentna (Boehringer,

Mannheim). El mARN de las CERR se observó mediante microscopía confocal

(PCM 2000, Nikon, Melville, NY).

Lísados de las CERR y medios condicionados

Las CERR se sembraron a una densidad de 106 células/caja de 100 mm, y

se incubaron por 24 horas en medio definido OPTIMEM. El medio condicionado se

concentró diez veces por centrifugación (Centricon 3, Amicon, Beverly, MA) y se

almacenó a -70°C. Las células se usaron con buffer de lisis RIPA (Nonidet P-40

al 1%, SDSaIO.1%, 50 mM de Tris, 150 mM de NaCI, 1 jag/ml de aprotinina, y 100

jag/ml de fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF)). La concentración de proteína se

determinó por ensayos de Bradford (Bradford, M., 1976).
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Análisis de Western blot

Dos microgrannos de proteína de ¡os usados de las CERR y del medio

condicionado se hirvieron en buffer de Laemmli conteniendo p-mercaptoetanol. Se

resolvieron en geles de poliacriíamida-SDS (15% acrilamida-bísacrilamida). Los

geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, y se utilizaron distintos

antisueros anti-PRL 1:500 (S9 ó el producido locaimente). El blot se reveló con un

kit de anticuerpos secundarios acopiados a fosfatasa alcalina (Bio-Rad, Hercules,

CA).

Inmunoprecipitación

Para ¡nmunoprecipitar a la proteína Stat 5b fosforilada, se incubaron !os

usados celulares (1 microgramo) de ¡as CERR durante 1 hora con 50 jais de

proteína A-sefarosa (Sigma-Aidrich, Müwaukee, WT) a temperatura ambiente. Se

centrifugaron, se recuperó el sobrenadante y se incubó con un anticuerpo

antifosfotirosina (anti-pY) policlonal por 3 horas a 4°C. A la incubación anterior se

le añadieron 60 jils de proteína A-sefarosa, y las proteínas inmunoprecipitadas se

resolvieron en un gel de SDS-PAGE al 7.5%. El análisis de Western blot se realizó

como se describió anteriormente, utilizando un anticuerpo policlonal anti-Stat5b

(Transduction Laboratories, Becton-Dickinson, Frankiin Lakes, NJ) diluido 1:2500.

Ensayo de ELISA

El ELISA se desarrolló como se describe en Dueñas, Z. et al. (1999a). Se

utilizaron placas de 96 pozos cubiertas con 10 ng de PRL de 23 kDa de rata, una

dilución 1:8000 del antisuero producido (ocalmente, y una dilución 1:2000 de

anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rábano (Vector).

La reacción se reveló con el dihidrocloruro de o-fenilendiamina en presencia

de peróxido de hidrógeno. La densidad óptica se midió a 490 nm.

Bioensayo en las células Nb2

La presencia de PRL bioactiva se determinó en el medio condicionado de

las CERR utilizando las células Nb2 como se ha descrito (Tanaka, T. et al, 1980).
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Las incubaciones se desarrollaron por 48 horas en ausencia o presencia de

diferentes diluciones del medio condicionado de las CERR, de medio no

condicionado, o del estándar de PRL de 23 kDa de rata, con y sin el anticuerpo

producido locaímente diluido 1:500. La proliferación de las células Nb2 se midió

por el ensayo colorimétrico del bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2,5)-

difeniltetrazolio (MTT, Sigma), la absorbancia se midió a 595 nm (Carley, W. et al.,

1992).

Análisis estadístico

Los datos se evaluaron mediante ANOVA para los casos en los que se

compararon varios tratamientos y mediante prueba t de Student para los casos en

los que se compararon dos tratamientos. En cada experimento de la sección de

resultados se muestra el promedio de tres o más repeticiones de cada condición.

Los resultados que se muestran son representativos.de tres o más experimentos

individuales. En todos las casos se consideraron diferencias significativas cuando

p<0.05.
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RESULTADOS

586 pb

418 pb

388 pb

220 pb

Expresión del mARN de la Prolactina en las CERR

Análisis de Southern Blot

Mediante análisis de Southern Blot, se detectó la expresión del mARN

completo de la PRL en ¡as CERR. El ARN total de las CERR se sometió a una RT-

PCR, en la que se utilizaron 4 combinaciones de oligonucleótidos

correspondientes a sitios localizados dentro de los exones 2 ai 5 del gen de la PRL

de rata (Figura 1A). La amplificación del RT-PCR del mARN de las CERR produce

fragmentos de 388, 586, 220 y 418 pares de bases (bp) (Figura 1B, líneas 6-9), los

cuales corresponden a aquellos que se amplifican a partir del control positivo del

cADN de PRL de rata (Figura 1B, líneas 2-5). No se detecta señal positiva en

ausencia de la transcriptasa reversa (Figura 1B, línea 10) o en el control negativo

sin ARN (Figura 1B, línea 1).

A B
Productos de PCR Análisis de Southern Blot

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

586

418
388

220

'tmm.yt

cDNAderPRL CERR

'FIGURA 1.- Expresión del mARN de la PRL en las CERR mediante análisis de Southern Blot. A)
Representación esquemática de los productos de PCR esperados utüizando los oligonucieótidos
(flechas) complementarios a los exones 2 al 5 del gen de la PRL. Los tamaños esperados de los
productos de PCR para cada combinación de oligonucleótidos están dados en pares de bases
(pb). B) Análisis de Southern blot de los productos de RT-PCR de las CERR (líneas 6-9),
amplificados con 30 ciclos de las combinaciones de oligonucleótidos mostradas en.A. Productos
de tamaño similar se amplifican del cADN de la prolactina de rata (rPRL) (líneas 2-5). Los
controles negativos consisten en ausencia de ARN (línea 1) y en ausencia de transcriptasa
reversa (línea 10).

FALLA DE ORIGEN
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Hibridación in situ

Utilizando hibridación in situ se confirmó ía expresión dei mARN de la PRL

en las CERR. Esta se realizó empleando ribosondas en dirección antisentido que

hibridan con e! mARN de la PRL. Más del 90% de las CERR mostraron tinción

positiva en regiones perinucleares (Figuras 2B y 2C). Es posible que en estas

zonas se encuentren los ribosomas conteniendo el mARN. Para determinar la

especificidad de esta tinción, se utilizó una sonda sentido para el mARN de la

PRL/ Como se muestra en la Figura 2A, no hay tinción positiva en las CERR en

presencia de este tipo de sondas.

c

Sentido 40X Antisentido 40X Antisentido 100X

FIGURA 2.- Hibridación in situ que muestra la presencia del mARN de la PRL en las
CERR. A) El uso de una sonda sentido no muestra tinción, mientras que en presencia de
una sonda con secuencia antisentido se marcan regiones perinucieraes de las células (B
y C). Estas imágenes se obtuvieron en un microscopio confocal. La escala de la barra es
de 30 nm para la figura B y de 6 jam para la C.
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Expresión de la proteína Prolactina en las CERR

Determinación de la proteína intracelular por inmunocitoquímica

Medíante el empleo de métodos inmunocitoquímicos, se observó la

presencia de antígenos tipo-PRL en las CERR. El citoplasma de las CERR se tiñó

en más del 90% de las células, utilizando el antisuero IC5, y revelando con

segundos anticuerpos acoplados a marcadores fluorescentes. Esta tinción se

muestra en la Figura 3A en la que se observa el citoplasma teñido de rojo. La

especificidad de esta reacción se demostró con el bloqueo del antisuero con PRL

de rata de 23 kDa a una concentración de 1u.M (Figura 3B) y mediante la

substitución del primer anticuerpo por Suero Normal de Conejo (Figura 3C). Para

poder visualizar.mejor a las células a las que se les realizó la inmunocitoquímica,

se tiñó el núcleo de las mismas previamente con DAPI (tinción en azul).

FIGURA 3.- tipo-PRL en
las CERR. A) CERR en presencia del antisuero IC5 1:1000, B) en presencia del
IC5+rPRL 1 JJM y C.) en presencia de Suero Normal de Conejo.
Las células se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia a un aumento de
40X. La escala de la barra es de 30 jim, y se aplica para las tres figuras.
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Análisis de la expresión y secreción de PRL en las CERR por Western Blot

La expresión y secreción de PRL por las CERR se demostró por análisis de

Western Blot. Para ello, se utilizaron ¡os medios condicionados (MC) de las CERR

así como los usados celulares (LC). Se observó la presencia de una banda

inmunoreactiva para PRL que, de acuerdo con el estándar utilizado, corresponde a

la PRL nativa o madura de 23 kDa (Figura 4A). Este resultado indica que la PRL

es producida y secretada por las CERR y confirma lo observado mediante la

inmunocitoquímica. La presencia de otras variantes moleculares de esta hormona

no se detectan. La especificidad de este análisis se demuestra con la ausencia de

señal en presencia del primer anticuerpo bloqueado con 1 u.M de PRL (Figura 4B)

o al sustituirlo con Suero Normal de Conejo (Figura 4C).

LC MC PM Est LC MC PM Est LC MC PM Est

23 KDa

A B C
FIGURA 4.- Detección de PRL en las CERR mediante análisis de Western b¡oí de
los LC y MC. A) Blot revelado con el aníisuero anti-rPRL generado locaimente
1:500. B) Blot con anti-rPRL preadsorbido 24 horas con rPRL 1 ¡iM. C) Bloí en el que
el primer anticuerpo se sustituyó con Suero Normal de Conejo.
PM^Marcador de peso molecular.
Est=Estándar de rPRL de 23 kDa.

Cuanti fie ación de la Prolactina producida y secretada por las CERR por

ELISA

Con el propósito de valorar la concentración de PRL producida y secretada

por el endotelio de retina de rata, se realizó un análisis de ELISA. Los resultados

de este ensayo extienden los resultados obtenidos mediante el Western Blot, ya
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que muestran la presencia de PRL ¡nmunoreactiva tanto intracelular (detectada en

los LC) como secretada (detectada en los MC) por las CERR (Figura 5). Con este

ensayo se puede apreciar que la concentración de PRL secretada por las CERR

en 24 horas es aproximadamente dos veces mayor que la que almacenan (13 ng

de PRL/106 células versus 5 ng de PRL/106 células). Estos datos sugieren que una

gran parte de la PRL producida por las CERR es secretada al medio de cultivo,

hecho que abre la posibilidad de que pueda tener algún efecto sobre diversos

tipos celulares.

20 -,

16 -

3
•O

u'o
"OÍ

c
_J
a:a.

12

8

4
I

FIGURA 5.- Determinación de ELISA que
muestra la concentración de PRL en los LC y
en los MC de las CERR. Se muestra la
concentración de PRL producida por 106

células cultivadas durante 24 horas en medio
definido OPTIMEM. Los datos son el promedio
± Err Std de tres experimentos independientes.

LC MC

Bioactividad de la PRL producida por las CERR

Con base en los resultados obtenidos mediante ELISA y Western Blot que

muestran la secreción de PRL de 23 kDa por las CERR, se exploró si esta PRL

presenta actividad biológica. Para ello, se utilizó el bíoensayo en ¡a línea de

linfoma de rata Nb2, la cual es una línea celular que prolifera en respuesta a PRL.

En la Figura 6B se muestra que concentraciones crecientes del MC por las CERR

estimulan la proliferación de las Nb2. Este efecto es específico ya que su efecto se

inhibe al añadir un antisuero anti-PRL , además de que no ocurre en respuesta a

medio de cultivo no condicionado (MNC) por las CERR. A juzgar por la

proliferación obtenida en respuesta a concentraciones crecientes de la

preparación de referencia de rPRL (Figura 6A), el nivel de actividad del MC de las
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CERR es equivalente al que ejercen 10 ng/ml de PRL pura (una vez realizada la

corrección del factor 10X de la concentración del MC) (ver Materiales y Métodos).

Estos resultados son consistentes con la determinación de la concentración de

PRL realizada mediante el ELISA, y demuestran que la PRL producida por las

CERR es biológicamente activa.
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FIGURA 6.- Secreción de PRL bioacíiva por las CERR. A) Proliferación de las Nb2 estimulada por PRL
(estándar del NIH) soia o en presencia de un antisuero anti-PRL (generado localmente).
B) Proliferación délas Nb2 en presencia de concentraciones crecientes de! MC de las CERR. Este efecto se
bloquea en presencia de! antisuero (1:500) a niveles similares a ios que ¡o hace el medio no condicionado
(MNC). Tanto el MC como el MNC se concentraron 10 veces. La proliferación de ías células Nb2 se determinó
mediante e¡ ensayo colorimétrico de reducción de MTT, seguido por la medición de la densidad óptica a 595
nm. Los datos son ef promedio ± Err Std de triplicados y se muestra un experimento representativo. *P<0.05
versus las células sin PRL o sin MC.

Efecto autócrino de la PRL producida por las CERR

Inhibición de la proliferación celular estimulada por el bFGF en respuesta a

un antisuero anti-PRL

Con el objeto de determinar si la PRL producida por las CERR ejerce algún

tipo de efecto sobre la proliferación de las mismas, se desarrolló un ensayo de

proliferación mediante la incorporación de timidina tritiada (3H-timidína) al ADN
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celular. Para ello se utilizaron concentraciones crecientes del antisuero anti-PRL

(S9, NIH) sobre las células. En la Figura 7A se muestra que el antisuero inhibió de

manera dependiente de la dosis la proliferación estimulada por 2 ng/ml del bFGF,

mientras que no modificó la proliferación basal. Este efecto es específico para

PRL, en la medida en que fue bloqueado por la coadministración de rPRL de 23

kDa a una concentración de 1 \M. En este mismo sentido, la Figura 7B muestra

que IgG's de conejo preinmunes no modifican la proliferación estimulada por el

bFGF ni la proliferación basal. Estos resultados sugieren que la PRL producida por

las CERR puede estar participando en la regulación de la proliferación de las

mismas, posiblemente a través del incremento en la expresión de PRL o de su

receptor en respuesta al bFGF.
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FIGURA 7.- Inhibición de la proliferación estimulada por el bFGF en presencia de un aníisuero
anti-PRL A) Proliferación cíe las CERR determinada por ia incorporación de 3H-timd¡na en
presencia de concentraciones crecientes de un antisuero anti-rPRL de 23 kDa, solo o en
conjunto con 2 ng/ml del bFGF. Se muestra el efecto del bFGF solo y del antisuero 1:1000
preabsorbido con 1jiM de rPRL + bFGF. B) Proliferación de las CERR en presencia de
concentraciones crecientes de IgGs de conejo preinmunes, solas o en.conjunto con e! bFGF.
Los tratamientos se aplicaron por 48 horas en medio definido OPTIMEM. Los datos son e¡
promedio ± Err Sid de triplicados y se muestra un experimento representativo. *P<0.05 versus
las células tratadas con el bFGF solo.
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Ausencia de efecto de PRL exógena sobre la proliferación de las CERR

Dados los resultados anteriores, se propuso determinar ei efecto de PRL

exógena sobre ía proliferación de las CERR. Para ello se midió la incorporación de
3H-tím¡dina en presencia de concentraciones crecientes de rPRL de 23 kDa, y de

otras dos hormonas lactogénicas como lo son la PRL de 23 kDa humana (hPRL) y

la hormona de crecimiento humana (hGH). Como se muestra en la Figura 8, no se

observó ningún efecto sobre la proliferación de las CERR en respuesta a las

hormonas lactogénicas.
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FIGURA 8.- Ausencia de efecto
de hormonas lactogénicas sobre
la proliferación de las CERR. Se
muestra !a proliferación
determinada por 3H-timid¡na
tritiada de las CERR en
respuesta a concentraciones
crecientes de rPRL, hPRL y
hGH. Los tratamientos se
aplicaron por 48 horas en medio
sin suero OPTÍMEM. Los datos
son ei promedio ± Err Std de
triplicados y se muestra un
experimento representativo.

Efecto inhibitorio de PRL de 16 KDa sobre la proliferación de las CERR

Dado que no se detectó efecto alguno de la PRL de 23 KDa sobre la

proliferación de las CERR, se investigó si el fragmento de 16 KDa era capaz de

inhibir la proliferación de las CERR de manera similar a como lo hace en otros

tipos de endotelio. En la Figura 9 se muestra que la PRL de 16 KDa de rata inhibe

la proliferación estimulada por 2 ng/ml del bFGF (barras claras) de manera

dependiente de la dosis, mientras que no modifica la proliferación basal (resultado
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no mostrado). En este mismo sentido se investigó el efecto que podría ejercer la

rPRL de 23 KDa sobre la proliferación estimulada por el bFGF. Este posible efecto

se planteó también a partir de los resultados obtenidos con el anti-PRL sobre la

proliferación estimulada por el bFGF (Figura 7A). Al respecto, no se detectó

ninguna modificación de la proliferación estimulada por el bFGF (Figura 9, barras

obscuras) por la PRL completa.
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FIGURA 9.- Inhibición de la
proliferación de las CERR
estimulada por el bFGF por
PRL de 16 KDa. Proliferación
determinada por incorporación
de 3H-t¡midina. Se muestra un
efecto inhibitorio de la PRL de
16 KDa pero no de la PRL
completa sobre la proliferación
estimulada por 2 ng/ml del
bFGF. Los tratamientos se
aplicaron por 48 horas en
medio definido OPTIMEM. Los
datos son el promedio ± Err Std
de triplicados y se muestra un
experimento representativo.
*P<0.05 versus las células
tratadas con el bFGF soio.

Expresión del receptor de PRL( PRLR) en las CERR

La posibilidad de un efecto autócrino de PRL sobre el endotelio de retina de

rata quedaría confirmada con la demostración de la expresión de su receptor en

las CERR. Con este propósito, se realizó un análisis de Southern blot de

productos de RT-PCR para determinar la expresión del receptor de PRL en estas

células. La Figura 10A muestra un análisis densitométrico de dos Southern blots

independientes, y se observa que el PRLR se expresa en condiciones básales en
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las CERR (subconfíuencia). Además, ía expresión del PRLR se incrementa bajo

ciertas condiciones como el tratamiento con bFGF o en monocapas de las CERR

dañadas mecánicamente. Los resultados del Southern blot se estandarizaron

utilizando la expresión de la proteína ribosomal L19. En la Figura 10B se muestra

un experimento de Southern blot representativo en el que se observa la expresión

del PRLR y de la proteína L19. El control negativo para ambas amplificaciones

consistió en la substitución del cADN por ARN. La reacción de PCR fue la misma

para el PRLR y L19 (ver Materiales y Métodos), y los tamaños de los productos de

amplificación corresponden con los esperados (582 pb para el PRLR y 350 pb

para L19).

210 -,

180 -

2 120 .

3 60 -

30 -

0 J

PRLR

L19

cDNA Neg bFGF

JÉÉ

Sub MD

H

MN

' -,- -

m
Sub bFGF

FIGURA 10.- Expresión del receptor de Prolactina en ias CERR (PRLR). A) Análisis de densitometría
de dos Southern blots independientes. Se muestra la expresión del PRLR con respecto a al expresión
de la proteína ribosomal L19 en CERR bajo distintas condiciones: subconfíuencia (sub), tratadas con 2
ng/ml de bFGF, CERR en monocapa normal (MN) y CERR en monocapa dañada (MD). Todos los
tratamientos se realizaron durante 24 horas en medio definido OPTIMEM. B) Southern bloí
representativo que muestra ia expresión del PRLR y de la proteína L19 de las condiciones antes
descritas. E! control negativo consistió en la substitución del cADN por ARN, y el positivo para el
receptor consistió en el PRLR donado en pcDNA3. Los datos son el promedio ± Err Std de duplicados.
*P<0.05 versas las células subconfluentes.
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Estudio de la vía de señalización activada por PRL en las CERR

Fosforilación de la proteína Stat 5b

Dado que los resultados anteriores muestran que en las monocapas

dañadas de las CERR hay un incremento en la expresión del mARN del PRLR, se

exploró si ese incremento está relacionado con la activación de la transducción de

señales que se ha reportado para este receptor. Uno de los componentes de la vía

de señalización del PRLR es la activación de la proteína Stat 5b, la cual requiere

de la fosforilación en residuos de tirosina. La Figura 11 muestra un análisis de

Western blot utilizando un anti-Stat 5b de LC de las CERR inmunoprecipitados con

un anticuerpo anti-fosfotirosina (anti-pY). Los resultados de este análisis muestran

que hay una mayor cantidad de Stat 5b fosforiíada en las monocapas dañadas

(MD) de las CERR que en las monocapas normales (MN) o en las células

subconfluentes (Sub), hecho que apoya los resultados anteriores en los que se

muestra un incremento en la expresión del mARN del PRLR bajo condiciones de

daño mecánico.

FIGURA 11.- Activación de Stat 5b en las CERR. Análisis de Western
blot para Stat 5b de LC de las CERR tratadas durante 24 horas en medio
definido OPTIMEM en condiciones de monocapa dañada (MD),
monocapa normal (MN) y subconfluencia (Sub). Los LC se
inmunoprecipitaron con anti-pY, y el Western blot se reveló con un
anticuerpo policlonal anti-Stat 5b 1:2500.
pm-marcador de peso molecular.
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DISCUSIÓN

El presente trabajo demuestra que células endoteliales obtenidas de los

capilares de la retina de rata producen y secretan PRL, hormona que ha sido

implicada en una gran variedad de procesos, entre los que se encuentra el

crecimiento de vasos sanguíneos. El hecho de que la PRL sea producida y

secretada por las células endoteliales de retina de rata (CERR) sugiere que esta

hormona puede estar involucrada con el crecimiento de vasos sanguíneos de la

retina, tanto en condiciones de angiogénesis patológica como de angiogénesis

fisiológica.

En esta tesis se demuestra la expresión de PRL por las CERR a dos

niveles: expresión del ARN mensajero y expresión de la proteína, así como la

secreción de la misma.

Con respecto a la expresión del mARN, utilizando análisis de Southern blot

de productos de RT-PCR y la hibridación in situ se demuestra y confirma la

expresión del mARN de la PRL. El análisis de Southern blot, muestra la

amplificación e hibridación de transcritos de un tamaño consistente con el mARN

de la PRL que codifica para una proteína madura de 23 kDa. A diferencia de lo

que ocurre con otros tipos de endotelio, en las CERR no se detectaron transcritos

de otro peso molecular, sugiriendo que no están presentes variantes moleculares

originadas por la edición alternativa del gen de la PRL. El resultado del Southern

blot se confirmó por la presencia del mARN detectada por hibridación in situ, y

coincide con lo observado mediante Western blot, en el que solo se aprecia la

presencia de una banda inmunoreactiva de un peso de 23 KDa. Una vez

determinada la expresión del mARN de PRL en las CERR, se exploró si este era

traducido a proteína. Mediante inmunocitoquímica, análisis de Western blot y

ELISA, se proveen evidencias de que el mARN de la PRL es traducido a una

proteína en las CERR. De acuerdo con estos resultados, el citoplasma de las

CERR contiene antígenos tipo PRL, la cual puede tratarse de la isoforma nativa de

23 kDa con respecto a lo obtenido en el Western blot de los Usados celulares. El

Western blot detectó una banda que migra de manera similar a como lo hace el

estándar de la hormona de rata (NIH). La presencia de PRL en las CERR se
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confirmó mediante ELISA. Cabe la posibilidad de la existencia de otro tipo de

variantes que no hayan podido ser detectadas con los anticuerpos empleados en

las metodologías antes mencionadas.

La posibilidad de que la PRL de las CERR es secretada hacia el medio de

cultivo es confirmada por Western blot, por ELISA y por el bioensayo en las

células Nb2. El ELISA muestra que, en 24 horas, la mayor parte de la hormona

producida en las CERR es detectada en el medio de cultivo, dado que se

cuantificaron 13 ng/106 células de PRL en los medios condicionados versus 5

ng/106 células en los usados celulares. Estos datos coinciden con los resultados

obtenidos con el bioensayo en las células Nb2, en el que se detectaron

aproximadamente 10 ng/106 células. Para la realización del bioensayo, también se

estandarizó con la PRL de rata proveniente del NIH. Cabe señalar, que el

bioensayo de las células Nb2 es utilizado ampliamente para valorar hormonas

lactogénicas, ya que la proliferación de estas células depende de estas hormonas,

y se sabe que la PRL de 23 kDa es el ligando conocido que activa la transducción

de señales del receptor para PRL en estas células (Bole-Feysot, C, et al., 1998).

Estos resultados coinciden con lo observado en otros tipos de endotelio,

como lo es el proveniente de capilares de corteza bovina o el de vena de cordón

umbilical humana, en los que también se ha reportado la presencia de PRL

(Clapp, C. eí al., 1998, y Corbacho, A. et a!., 2000). Sin embargo, las CERR

expresan el mARN completo y lo traducen a una sola proteína, mientras que los

otros endotelios producen diferentes mensajeros para PRL, productos de la

edición alternativa del gen, y los traducen a proteínas de distinto peso molecular

(23, 21, 16 y 14 kDa). Existen también diferencias con respecto a la cantidad de

PRL producida por los distintos endotelios, dado que en las CE de capilares de

corteza bovina se han detectado 30 pg/106 células en medios condicionados

durante un periodo de 24 horas, y en las HUVEC la cantidad de PRL producida es

tan poca, que no ha podido ser cuantificada. Esta diferencia en la concentración

de PRL secretada por un millón de células en un periodo de 24 horas es de

aproximadamente 500 veces mayor en las CERR que en las BBCEC, y puede

deberse a la heterogeneidad del endotelio, dependiendo del tejido en eí que se
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encuentre o si proviene de la micro o de la macrovasculatura (Lelkes, P.l. et

a/.,1996). En el caso del endotelio de retina se sabe que, a diferencia de otros

endotelios, conserva muchas de sus características in vitro, como lo es por

ejemplo, la expresión del VEGF bajo condiciones básales (Simorre-Pínatel, V. et

al., 1994). Otra posible explicación a estas diferencias entre endotelios es ia

diferencia entre especies, y al respecto el endotelio de la rata ha sido poco

estudiado (Greenwood, J., 1992 y Gerritsen, M. etal., 1988).

La secreción de concentraciones altas de PRL por las CERR sugiere que

esta hormona puede estar ejerciendo efectos locales en la propia retina y en otros

tejidos del ojo. Las evidencias que apoyan esta hipótesis son la detección de PRL

en el humor acuoso y fluido subretiniano de pacientes con retinopatía del

prematuro, y en el humor acuoso de las ratas (Dueñas, Z. et al., 1999b y Quiroz,

H. et al., 2000). Sin embargo, se desconoce si hay alguna relación entre la PRL de

los capilares de la retina y las otras PRLs detectadas intraocularmente. Existe la

posibilidad de que existan otras fuentes para la PRL intraocular, las cuales pueden

ser otros tipos celulares u otros endotelios, dado que el mARN de la PRL se ha

detectado en membranas fibrovasculares de pacientes con retinopatía del

prematuro (Quiroz, H. etal., 2000).

Muchos de los factores producidos por el endotelío, son factores autócrinos

que participan en diversas fases del proceso angiogénico. Un ejemplo de factor

autócrino es el VEGF. La posibilidad de que la PRL estuviera regulando

autocrinamente a las CERR se exploró en este trabajo. Los resultados aquí

mostrados, apuntan hacia posibles efectos autócrinos de la PRL sobre la

proliferación de ías CERR. Al respecto se encontró que la proliferación de las

CERR estimulada por el bFGF es inhibida por un antisuero anti-PRL, que las

CERR expresan al receptor para la PRL, y que la proteína Stat 5b es activada

mediante fosforilación en residuos de tirosina. Parece que existe una correlación

entre los efectos ejercidos por la PRL y el bFGF. Los hechos de inhibición de la

proliferación estimulada por el bFGF al añadir un anticuerpo anti-PRL y de

incremento de la expresión del rPRLR en respuesta al factor de crecimiento en las

CERR, sugieren que el bFGF induce la expresión del receptor de PRL. Hasta el
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momento, solo se ha reportado que el bFGF induce la expresión deí mARN de

PRL en cultivos de lactotropos primarios y transformados, GH3 y GH4, pero no se

ha estudiado eí efecto que ejerce sobre el receptor (Baird, A. et al., 1985 y

Schweppe, R.E., et al., 1997). En ¡as CERR no hay incremento en la producción

de PRL en respuesta al bFGF (datos no mostrados), por lo que el aumento de

expresión del rPRLR ai añadir bFGF observado en las CERR, sugiere nuevos

mecanismos de regulación durante la angiogénesis. Esta hipótesis es apoyada por

resultados obtenidos en CE de capilares de cerebro bovino. En estas células la

adición del anticuerpo anti-PRL inhibe la proliferación basal, además de la

estimulada por el bFGF (Cíapp, C. etal., 1998).

El mecanismo de acción del bFGF y la PRL en el endoteíio se desconoce,

pero con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se propone un modelo

de acción como se esquematiza en el Diagrama 1. El bFGF al unirse a su receptor

localizado en la CE induce una gran variedad de respuestas, entre ellas aquellas

que activan vías mítogénicas. Además de activar estas vías, el bFGF induce la

expresión del rPRLR. Una vez expresado, el receptor es capaz de unirse a la PRL,

y esta a su vez, induce una señal mitogénica en la CE. El resultado que se detecta

en los experimentos de proliferación de las CERR al añadir bFGF, es la suma del

efecto propio del factor de crecimiento y de los otros eventos que desencadena,

como ío es la unión de la PRL a su receptor, al incrementarse la expresión del

mismo. Por eso, si se añade un anticuerpo que no permita la unión de la PRL con

su receptor, el resultado es una inhibición de la proliferación estimulada por el

bFGF.

A pesar de que los resultados aquí mostrados sugieren efectos autócrinos

de PRL, no se detectó efecto alguno por la aplicación exógena de esta hormona,

ni de hGH o hPRL de 23 kDa sobre la proliferación basal de las CERR o la

estimulada por el bFGF. Una posible explicación a esta aparente discrepancia de

los resultados, se refiere a que las CERR, bajo condiciones básales, están

produciendo una gran cantidad de PRL, y de acuerdo con la cinética de acción

reportada para la unión de la PRL con su receptor, es posible que en las CERR los

receptores para la PRL ya se encuentran saturados en condiciones básales, por lo
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que no es posible observar un efecto adicional cuando se añade hormona

exógena. La misma explicación puede ser aplicable al hecho de no encontrar

efecto al añadir PRL de 23 kDa sobre la proliferación estimulada por el bFGF.

Hasta el momento, no se ha logrado bloquear la PRL producida

endógenamente por las CERR con el objeto de demostrar un efecto claro y directo

de PRL exógena sobre este endotelio.

Los resultados aquí presentados también muestran que la expresión del

rPRLR se incrementa en respuesta al daño celular. El modelo de la monocapa

endotelial dañada semeja in vitro una condición de reparación tisuíar, en la cual se

presenta angiogénesis (Marucha, P.T. et al, 1998). El hecho de que el receptor de

PRL aumente su expresión bajo estas condiciones, coincide con lo reportado para

el endotelio de arteria pulmonar bovina (Merkle, C, et al, 2000). El incremento en

la expresión del receptor de PRL en las CERR dañadas es concordante con lo

observado bajo el estímulo del bFGF. Este factor de crecimiento carece de

péptido señal, por lo que no puede ser secretado bajo los mecanismos de

secreción convencionales. La liberación del bFGF al espacio extracelular se ha

observado en condiciones de daño celular o bajo un mecanismo de exocitosis

independiente de la vía del retículo endoplásmico-Golgi (Ornitz, D. y Itoh, N.,

2001). En el caso de la reparación del endotelio, es necesaria la presencia del

bFGF y de otros factores angiogénicos para que activen señales cuyo resultado

sea la reparación del tejido (D'Amore, P. 1999 y Yancopoulos, G. et ai, 1998). Es

por ello que al modelo de la monocapa dañada se le considera un modelo en el

que está activa la proliferación celular en contraparte con !a monocapa normal en

la que las células mantienen inhibida su proliferación por contacto. Dado lo

anterior, de los resultados aquí mostrados y con las evidencias de otros

endotelios, se desprende la siguiente hipótesis: en la monocapa dañada de las

CERR se secreta el bFGF, y este a su vez induce la expresión del receptor de

PRL (Diagrama 2).

Se desconoce cual es la función que podría estar ejerciendo la PRL en la

reparación de tejidos. De acuerdo con ios datos del presente trabajo podría ser un

factor que activa la proliferación del endotelio. Sin embargo, los datos de Merkle,
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C. et al. (2000) sugieren un efecto opuesto al que aquí se propone, dado que la

PRL en su modelo de monocapa dañada inhibe la movilidad celular y altera el

citoesqueleto. La movilidad endotelial y un buen estado del citoesqueleto son

condiciones necesarias para que se presente la angiogénesis. Por lo tanto, según

los resultados de este grupo de investigación, la PRL estaría inhibiendo algunos

eventos del proceso angiogénico. Esta discrepancia puede explicarse con base en

la heterogeneidad del endotelio, o bien deberse a un efecto de la dosis utilizada de

PRL, dado que en el modelo de monocapa dañada del endotelio de arteria

pulmonar bovina se simuló una condición de hiperprolactinemia (1|aM).

De acuerdo con lo propuesto en el Diagrama 1 y al incremento de expresión

del rPRLR en condiciones de daño, la vía de transducción del receptor debería de

activarse en el modelo de la monocapa dañada. En apoyo a esta hipótesis,

mediante Western blot se detectó que en la monocapa dañada de las CERR se

activa Stat 5b. Esta proteína está implicada en la vía de señalización empleada

por diversas citocinas pertenecientes a las superfamiíias de citocinas clase I y

clase II, a las cuales pertenece la PRL. La activación de Stat 5b induce su

translocación al núcleo y, de esta manera, reguía la transcripción de diversos

genes, muchos de ellos implicados con el ciclo celular (Grimley, P.M. et al., 1999).

El hecho de que bajo el daño celular se active Stat 5b refuerza el modelo

presentado en el Diagrama 2, donde el daño al endotelio induce la unión de la

PRL a su receptor vía el aumento de expresión del receptor por efecto del bFGF.

Sin embargo, con respecto a estos experimentos aún falta por determinarse si el

aumento en la activación de Stat 5b que se observa en las CERR dañadas, se

debe a la PRL o a otra citocina, dado que son muchas las proteínas que pueden

activar Stat 5b.

A pesar de todas las implicaciones que se pueden desprender de! presente

trabajo, el objetivo principal radica en la función que puede estar ejerciendo la PRL

de las CERR en este tejido o en el resto del ojo. Como ya se mencionó, una

de sus funciones en el endotelio de la retina puede ser la regulación sobre la

proliferación del mismo. Con respecto al ojo completo, la PRL de las CERR puede

ser una fuente de la PRL de 23 kDa intraocular o ser la fuente de otras variantes,
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como de la PRL de 16 kDa. Los resultados obtenidos con el Western blot no

muestran la presencia del fragmento de 16 kDa en las CERR. Sin embargo,

observaciones no publicadas, han demostrado que la PRL de 23 kDa puede ser

cortada proteolíticamente a PRL de 16 kDa por enzimas presentes en el humor

vitreo. En homogenados de retina también se ha encontrado a este fragmento

(Dueñas, Z. y Clapp, C. observaciones no publicadas, 2000). Estos resultados

apoyan la hipótesis de que la PRL de 23 kDa de ias CERR puede ser procesada a

PRL de 16 kDa en diversos compartimentos oculares. La presencia de diferentes

variantes de la PRL podría regular entonces a la angiogénesis ocular, y en

particular, a la angiogénesis de la retina. Esta idea es apoyada por la inhibición

que ejerce la PRL de rata de 16 kDa sobre la proliferación de las CERR

estimulada por el bFGF. Este resultado coincide con y apoya los efectos

antiangiogénicos reportados para el fragmento de 16 kDa de la PRL (Ferrara, N. et

al., 1991).

En el Diagrama 3 se resumen los hallazgos reportados en esta tesis, y se

esquematizan algunas de sus implicaciones en la regulación de la angiogénesis

ocular. La PRL (mARN y proteína) es producida por las CERR como un factor

autócrino regulador de su proliferación dado que expresan al PRLR; Esta PRL

puede ser una fuente de la PRL detectada intraocuiarmente con base en la

presencia de la hormona en diversos tejidos y fluidos del ojo (córnea, iris, humor

acuoso), o bien ser un factor parácrino que actúe sobre otros tipos celulares que

expresen a su receptor (córnea). La PRL de 23 kDa de las CERR puede además

ser convertida a PRL de 16 KDa en ciertos tejidos (retina, córnea) y fluidos

oculares (humor acuoso). La presencia de ambas variantes puede regular el

desarrollo de la angiogénesis ocular, en particular el de la retina, aunque se

desconoce su función tanto en la angiogénesis ocular patológica como en la

fisiológica.
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DIAGRAMA 1

Efecto del bFGF en las
CERR

El bFGF se une a su
receptor en ías CERR y,
por una parte, induce la
proliferación de estás
células, y por otra induce
!a expresión del rPRLR.
Una vez expresado e!
receptor, este es capaz
de unir a la prolactina
producida por las CERR
(efecto autócrino),
evento que va a activar
la vía de transducción de
señales que también va
a dar lugar a ¡a
proliferación de las
CERR.

DIAGRAMA 2
Modelo de la Monocapa

Dañada
En CERR confluentes
dañadas mecánicamente se
secreta el bFGF, el cua!
entonces puede inducir la
expresión del PRLR, y
desencadenar los eventos
que se describen en el
Diagrama 1.

La foto que aquí se muestra
corresponde a 24 horas de
daño mecánico de las CERR
en medio definido OPTIMEM.
* Sitio en el que se realizó el
daño mecánico a la
monocapa.
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DIAGRAMA 3

CÉLULAS ENDOTELIALES
*AAAAA EFECTO

AUTOCRINO

EFECTO
AUTOCRINO

AAA/V
AAAAA

v' MBRANA FIBROSA bEL VÍTREO

IRIS

AMA
JVW\

AAAAA

AAAAA

La prolactina en e! ojo: aportaciones del endotelío de retina de rata
La PRL (mARN y proteína) es producida por las CERR como un factor autócrino regulador de
su proliferación dado que expresan al PRLR. Esta Prolactina puede ser una fuente de la
Prolactina detectada intraocularmente con base en la presencia de la hormona en diversos
tejidos y fluidos del ojo (córnea, iris, humor acuoso), o bien ser un factor parácrino que actúe
sobre otros tipos celulares que expresen a su receptor (córnea). La Prolactina de 23 kDa de
las CERR puede además ser convertida a PRL de 16 KDa en ciertos tejidos (retina, córnea) y
fluidos oculares (humor acuoso). La expresión del mARN de la prolactina también se ha
detectado en el iris y en membranas fibrovasculares de niños con retinopatEa del prematuro.
Los datos aquí presentados conjuntan !as evidencias reportadas en ratas y humanos.
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CONCLUSIONES

Dei presente trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:

* El endotelio de retina de rata expresa el mARN de !a PRL de acuerdo con el

análisis de Southern blot y la hibridación in situ.

* La PRL producida por las CERR es secretada como la isoforma madura de 23

kDa, a juzgar por los experimentos de Western blot, el ELISA y el bioensayo en las

células Nb2.

* La PRL de las CERR puede ser un factor autócrino de acuerdo con la expresión

de su receptor.

* La PRL en las CERR podría regular la proliferación de las mismas con base en

los experimentos de inhibición de la proliferación estimulada por el bFGF al añadir

un anticuerpo anti-PRL, y con el incremento de expresión del PRLR en CERR

tratadas con bFGF y dañadas mecánicamente.

Los resultados mostrados en esta tesis proponen las siguientes

perspectivas:

• Determinar la función que ejerce la PRL de las CERR en la angiogénesis

patológica y fisiológica de la retina.

• Explorar si está implicada en otro tipo de función más allá de la

angiogénesis, como puede ser la osmoregulación ocular.

• Determinar los mecanismos que regulan la expresión de PRL en el

endotelio de la retina.

• Explorar la relación que existe entre el bFGF y la PRL en la regulación de la

angiogénesis.
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