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RESUMEN

El 6xido nitrico (NO) es un gas altamente reactivo que media los efectos de
sustancias vasoactivas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
la acetilcolina (ACh) y la bradicinina (BK) sobre la permeabilidad vascular, la
vasorelajacion y la angiogénesis. Estas sustancias actian a través de activar a la
sintetasa constitutiva de éxido nitrico presente en el endotelio vascular (eNOS). El
fragmento N-terminal de 16 kDa de la prolactina (PRL-16K) inhibe el efecto
vasoproliferativo del VEGF y la relajacion endotelio-dependiente de segmentos
aislados de la aorta del conejo inducida por ACh. En este trabajo investigamos si
la PRL-16K inhibe la actividad de eNOS en células endoteliales de diversos lechos
vasculares. EI NO se determin6 después de una hora de tratamiento mediante el
método de la citrulina radioactiva. La PRL-16K, pero no la prolactina (PRL), inhibié
la produccion de NO inducida por VEGF, ACh y BK en cultivos de células
endoteliales de la vena umbilical bovina, de la aorta bovina y de capilares de la
retina de la rata. El efecto fue dosis-dependiente y maximo a una concentracion de
10 nM. Concluimos que el efecto inhibitorio de la produccién de NO endotelial
podria ser el responsable de mediar las acciones antiangiogénicas y vasomotoras
de la PRL-16K.



SUMMARY

Nitric oxide (NO) is a highly reactive gas that mediates the effects of
vasoactive substances, including vascular endothelial growth factor (VEGF),
acetylcholine (ACh), and bradykinin (BK), on vascular permeability, vasorelaxation,
and angiogenesis. These substances act through activation of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) in the vascular endothelium. The 16 KDa N-terminal
fragment of prolactin (16K-PRL) inhibits the mitogenic actions of VEGF and the
endothelial-dependent relaxation of isolated rabbit aortic segments induced by
ACh. In this work we investigated whether 16K-PRL inhibits the activity of eNOS in
endothelial cells of different vascular beds. NO was measured by the citrulline
assay after treatments of one hour. 16K-PRL inhibited NO production induced by
VEGF, ACh, and BK in endothelial cell cultures from bovine umbilical vein, bovine
aorta and rat retina capillaries, but prolactin had no effect. The effect of 16K-PRL
was dose-dependent and maximum inhibition was seen at 10 nM. Our results
suggest that inhibition of NO production mediates the antiangiogenic and

vasomotor actions of 16K-PRL.



INTRODUCCION

La formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos que ya
existen se denomina angiogénesis. Este proceso determina el crecimiento y
diferenciacion de los tejidos durante el desarrollo embrionario y fetal. Sin embargo,
después del nacimiento la angiogénesis disminuye y en el adulto ocurre muy
raramente a excepcidon de la que tiene lugar en el aparato reproductor femenino y
en la reparacion de los tejidos a causa de lesiones y fracturas. No obstante, el
interés que ha despertado el estudio de Ila angiogénesis se debe
fundamentalmente a que este proceso desempefia un papel importante en un
amplio espectro de padecimientos angiogénesis-dependientes, entre los que
sobresalen el cancer, la artritis reumatoide y la retinopatia diabética (Folkman,
1995).

La prolactina (PRL) originalmente identificada como una hormona
lactotrépica secretada por la glandula hipéfisis, ha mostrado estar involucrada en
una diversidad de funciones que se incluyen dentro de la reproduccion, la
osmorregulacién, y la inmunomodulacion (Ben-Jonathan et al., 1996; Bole-Feysot
et al., 1998). Esta diversidad funcional parece ser influida por la heterogeneidad
estructural de la PRL. Se han descrito varias formas moleculares de PRL que
resultan de modificaciones postraduccionales, como glicosilacién, desaminacion,

fosforilacion, agregacion y protedlisis (Sinha, 1995).

Entre las formas proteoliticamente modificadas y a diferencia de la PRL
completa, el fragmento N-terminal de 16 kDa (PRL-16K) ha mostrado tener
actividad antiangiogénica (Clapp et al., 1993; Duefias et al., 1999; Ferrara et al.,
1991; Struman et al.,, 1999). La PRL-16K inhibe la proliferacion de células
endoteliales en cultivo e interfiere con el efecto mitogénico de dos importantes
factores angiogénicos, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el

factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF). Ademas, la PRL-16K inhibe la



degradacion de proteinas de matriz extracelular necesaria para la migracién de las

células endoteliales (Lee et al., 1998) y estimula su apoptosis (Martini et al., 2000).

Algunas de estas acciones de la PRL-16K podrian ser mediadas por la
inhibicion de la produccion de éxido nitrico (NO) endotelial. EI NO es un gas de
vida media corta, altamente reactivo que pertenece a los radicales libres. A la
fecha se han reportado diversas acciones del NO sobre los vasos sanguineos,
entre las que se encuentran la vasodilatacién, la disminucion de la adhesion de
leucocitos y plaquetas al endotelio vascular y la angiogénesis (Walford & Loscalzo
2003; Ziche & Morbidelli 2000). EI VEGF y otros importantes factores
vasorelajadores como la acetilcolina (ACh) y la bradicinina (BK), ejercen su efecto
a través de activar a la sintetasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS), una enzima
constitutiva dependiente de calcio, cuya actividad puede ser regulada por
fosforilacién en residuos de serina y treonina (Boo & Jo 2003; Figueroa et al.,
2002; Kamei et al., 2000; Schwartz et al., 1999).

En estudios recientes se observd que la PRL-16K inhibe el efecto
vasorelajador de la ACh sobre segmentos aislados de aorta. Esta observacion,
sugirié que la PRL-16K puede inhibir la produccion del NO endotelial. En apoyo a
esta posibilidad se encontré que la PRL-16K reduce la produccién de NO inducida
por VEGF en células endoteliales de la vena umbilical bovina en cultivo (Gonzalez
et al., 2004). En base a este hallazgo, en este estudio investigamos si el efecto
inhibitorio de la PRL-16K se extiende a endotelios de diferentes lechos vasculares,
y también si ocurre en respuesta a otros factores vasoactivos estimuladores de
eNOS como la ACh y la BK.



ANTECEDENTES

1. Angiogénesis

La formaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos que ya
existen se denomina angiogénesis (Folkman & Cotran 1976; Folkman &
Klagsbrum 1987). En etapas tempranas del desarrollo, la formaciéon de vasos
sanguineos ocurre mediante el proceso de vasculogénesis a partir de células
precursoras que se diferencian y proliferan dentro de un tejido avascular
(Yancopoulos et al., 2000). En esta etapa se forman islotes sanguineos a partir de
angioblastos extra-embrionarios que se condensan en grupos Yy cordones
(Polverini, 1995) y se asocian en una red tubular primitiva (Yancopoulos et al.,
2000). Posteriormente, mediante el proceso de angiogénesis, este sistema
primitivo experimenta un remodelado, maduracién y brote de nuevos vasos para
dar lugar a un patron de ramas interconectadas que se asocian a células de
soporte (musculo liso y pericitos) y a una matriz extracelular (Yancopoulos et al.,
2000).

En el adulto, las células endoteliales proliferan muy poco y su tasa de
recambio esta en el orden de varios meses o afios (Denekamp, 1984; Tannock &
Hayashi 1972). No obstante, varios procesos biolégicos en el adulto dependen
directamente de la angiogénesis, tales como la regeneracion de tejidos a causa de
lesiones y fracturas, la formacién del cuerpo luteo, el desarrollo de la placenta, la
proliferacion ciclica del endometrio, etc. (Polverini, 1995). Es asi que en respuesta
a una serie de senales, las células endoteliales que revisten las vénulas terminales
0 post-capilares degradan sistematicamente su membrana basal y la matriz
extracelular proximal para migrar, dividirse y organizarse en nuevos vasos
capilares (Polverini, 1995). En las etapas iniciales del proceso angiogénico, el
endotelio experimenta cambios en la expresion de sus moléculas de adhesion
(integrinas, selectinas, entre otras), de los componentes de la matriz extracelular, y

reorganiza el citoesqueleto (Gamble et al., 1999; Ingber, 1991; Ingber & Folkman



1988; Ingber & Folkman 1989; Madri et al., 1988). Ademas, las células
endoteliales producen factores de crecimiento y proteasas, cuya accion sobre la
matriz extracelular no sélo favorece la migracién de las células endoteliales sino
también la liberacion de factores de crecimiento retenidos en ellas (Pepper et al.,
1992; Polverini, 1995). En su conjunto los factores de crecimiento promueven la

proliferacion y diferenciacion de la nueva red vascular.

La accion coordinada entre factores pro- y anti-angiogénicos asi como el
equilibrio en su produccion determina que las células del endotelio permanezcan
en su estado de latencia o procedan a una neovascularizacién (Good et al., 1990;
O'Reilly et al., 1994; Rastinejad et al., 1989). Un modelo de esta accion
orquestada propone que mientras el VEGF induce la formacién de vasos muy
permeables e inmaduros, la angiopoietina-1 (Ang-1) y la efrina-B2 (Eph-B2)
remodelan y promueven su maduracion, haciéndolos resistentes a la
permeabilidad inducida por el VEGF (Yancopoulos et al., 2000). Cabe mencionar
que la mayoria de los reguladores angiogénicos no son especificos del endotelio,
sino que tienen acciones sobre un amplio espectro de tipos celulares (Polverini,
1995). Algunos de los tipos celulares que participan en la neovascularizacion
mediante la produccién de factores angiogénicos son los monocitos, los
macréfagos, los mastocitos, los linfocitos, los fibroblastos, los pericitos, y las
propias células endoteliales (Folkman, 1995; Folkman & Shing 1992; Montesano,
1992; Risau, 1990).

La angiogénesis esta implicada en el desarrollo de varias patologias que
incluyen las neoplasias (Folkman, 1990), las retinopatias vasoproliferativas y los
trastornos croénico-inflamatorios como la artritis reumatoide (Battegay, 1995;
Folkman, 1995). Algunas de las sefiales que desencadenan el proceso
angiogénico son el estrés metabodlico (baja tensiéon de oxigeno, bajo pH e
hipoglucemia), el estrés mecanico (generado por las células en proliferacién,
lesiones fisicas, etc.) y las respuestas inflamatorias asociadas a la infiltracion de

células del sistema inmune.



Dado el impacto clinico de la angiogénesis, la identificacion vy
caracterizacion funcional de los factores que la regulan y en particular de los que
la inhiben ha recibido un gran interés. Diversas evidencias han permitido incluir a

la PRL-16K entre los factores antiangiogénicos (Tabla 1).

Tabla 1.

Estimuladores Inhibidores
Factores de Crecimiento Angiostatina
Factor de crecimiento de fibroblastos basico Endostatina
(bFGF) Trombospondina-1

Factor de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF) | Factor plaquetario IV
Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) Interferon alfa (IFN-a.)

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Interferén gama (IFN-y)
Factor de crecimiento de hepatocitos (SF/HGF) Prolactina 16 kDa (PRL-16K)
Factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1) Péptidos de fibronectina
Factor de crecimiento endotelial derivado de Somatostatina

plaquetas (PDGF) Inhibidores de

Factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) | Metaloproteinasas (TIMPs)
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-) | Otros

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.) Cobre

Factor activador plaquetario Heparina

Eritropoietina

Interleucina-8 (IL-8)

Interleucina-2 (IL-2)

Otras proteinas o péptidos
Angiotensina Il

Fibrina

Factor activador del plasminégeno
Urocinasa

Angiopoietinas

Efrinas

Algunas de las moléculas estimuladoras e inhibidoras de la angiogénesis. Tomado de Battegay,
1995 y Polverini, 1995.

2. Prolactina, su receptor y vias de sefializacion

La PRL es una hormona peptidica originalmente identificada como una
hormona lactogénica secretada por células acidofilas denominadas “lactotropos” o
“mamotropos” de la glandula hipdfisis anterior. La PRL se origina a partir de un

solo gen que se encuentra presente en todos los vertebrados. La proteina madura




humana se compone de 199 aminoacidos que resultan en una masa molecular de
23 kDa. Debido a sus efectos y a la similitud en su estructura molecular con otras
citocinas, a la PRL se le ha integrado a la familia de las citocinas hematopoiéticas,
junto con la hormona de crecimiento, el lactégeno placentario, la interleucina-2 y el
factor estimulador de colonias, entre otras (Horseman & Yu-Lee 1994). Ademas de
la regulacion de la produccion de leche durante la lactancia, la PRL ha mostrado
estar involucrada en una diversidad de funciones dentro de la reproduccion, pero
también fuera de ella, que incluyen acciones sobre la osmorregulacion, la
conducta, el crecimiento, la respuesta inmune y la angiogénesis (Ben-Jonathan et
al., 1996; Bole-Feysot et al., 1998; Sinha, 1995).

Consistentemente con esta diversidad funcional, los receptores de PRL
estdn ampliamente distribuidos (Tabla 2). Estos receptores también estan
codificados por un solo gen y debido al procesamiento alternativo del RNA
mensajero resultan tres isoformas que difieren en la extensién de su dominio
intracitoplasmatico y se conocen como receptor, corto (42 kDa), intermedio (65
kDa) y largo (80 kDa) (Bole-Feysot et al., 1998; Davis & Linzer 1989). El dominio
extracelular o dominio de unién al ligando es idéntico en todas las isoformas. El
receptor de PRL pertenece a la familia de los receptores de citocinas
hematopoiéticas (Ben-Jonathan et al., 1996; Bole-Feysot et al., 1998). Estos
receptores se caracterizan por tener dos puentes disulfuro y una secuencia Trp-
Ser-X-Trp-Ser en el dominio extracelular conocida como motivo WS, importante
para la union al ligando. El receptor de PRL se une a tres tipos de ligandos: la
PRL, el lactégeno placentario y la hormona de crecimiento (solamente la hormona

de crecimiento humana tiene esta propiedad).

La activacion del receptor ocurre a través del proceso de dimerizacion,
donde una molécula de PRL se une a dos moléculas de receptor, y por lo tanto
involucra dos regiones de la hormona capaces de interaccionar con una molécula
de receptor. El receptor de PRL carece de actividad enzimatica y transduce su

senal mediante su asociacion con diferentes cinasas, que a su vez activan a las



moléculas efectoras. La via de sefalizacion mas importante activada por el
receptor de PRL es la via JAK/STAT (“Janus kinases”/’signal transducers
activators of transcription”) (Bole-Feysot et al., 1998). La dimerizacion del receptor
de PRL le permite la asociacion con las cinasas de tirosina JAK-2, que se
encuentran en la vecindad de la membrana plasmatica y con ello la
transfosforilacion/activacion de las JAK-2. Las cinasas JAK-2 asi activadas
fosforilan residuos de tirosina del receptor, lo que origina sitios de anclaje para las
proteinas STAT, las cuales al unirse al receptor son fosforiladas por las JAK-2.
Una vez fosforiladas las STAT se disocian del receptor para formar dimeros que
se translocan al nucleo, se unen a secuencias consenso en el DNA denominadas
GAS (secuencia de activacion de interferbn gama) y activan la transcripcion
geénica. Las proteinas STAT activadas por PRL son tres, STAT-1 que en respuesta
a PRL induce la expresion de genes que incluyen al de IRF-1 (factor regulador de
interferén-1) en células hematopoiéticas; STAT-3 que se activa en respuesta a
PRL pero aun se desconocen sus genes blanco; y STAT-5, que en el epitelio
mamario induce la transcripcion de los genes de p-caseina, p-lactoglobulina, etc.
(Yu-Lee, 1997). Ademas de la via JAK/STAT la PRL activa otras vias de
sefalizacion como son: la via Ras-Raf-MAPK, la via de las cinasas de tirosina
que incluyen a Src y a Tec, la via de PI-3K/Akt y la fosfatasa de tirosina SHP-2,
entre otras (Bole-Feysot et al., 1998; Clevenger et al., 2003).

Tabla 2.

Algunas células y tejidos en los que se ha encontrado el RNA mensajero o la
proteina del receptor de PRL

Higado Corteza cerebral Glandula mamaria
Ovario Cerebelo Glandula lacrimal
Vesicula seminal Hipotalamo Cornea

Prostata Hipocampo Células mononucleares
Rifo6n Caudado y putamen Linfocitos B

Corazon Area preodptica Linfocitos T

Tomado de Ben-Jonathan et al., 1996.

La diversidad funcional de la PRL puede explicarse por la heterogeneidad

molecular de los receptores a la hormona, y su capacidad de activar distintas vias




de sefalizacién dependiendo del tipo celular en el que se encuentren. Ademas
existe un nivel de complejidad que puede incidir sobre la diversidad funcional de la
PRL, y es la existencia de variantes moleculares de la hormona misma. Se sabe
que la PRL puede sufrir cambios postraduccionales, como son fosforilaciones,
glicosilaciones y procesamientos proteoliticos, entre otros (Sinha, 1995). En
general las modificaciones postraduccionales parecen interferir con la actividad de
la PRL. La fosforilacibn puede generar antagonistas de la hormona y la
glicosilacion y el procesamiento proteolitico producen isoformas de PRL con
reducida capacidad para activar sus receptores y tienen menor actividad biolégica
(Clapp et al., 1998; Mitra, 1980). Sin embargo, el procesamiento proteolitico
también puede generar fragmentos de PRL con actividades biolégicas nuevas,

como es el caso de la PRL-16K.

3. Protedlisis enzimatica de la PRL a PRL-16K

La PRL puede ser proteoliticamente modificada por la catepsina D, una
enzima lisosomal del tipo aspartil proteasa que es capaz de generar dos cortes
entre los residuos aminoacidicos Tyr 145-Leu 146 y Trp 148-Ser 149. Tras la
pérdida del tripéptido 146-148 y la reduccion del puente disulfuro intermedio de la
molécula, se genera un fragmento amino-terminal de 16 kDa de la PRL llamado
PRL-16K y otro carboxilo-terminal de 6 kDa, conocido como PRL-6K (Baldochi et
al., 1993).

La PRL-16K enddgena ha sido identificada en el suero, el liquido amnidtico,
el ojo (cdrnea, iris y retina) y en la glandula pituitaria anterior, asi como en distintos
tipos celulares como células endoteliales y fibroblastos (Corbacho et al., 2000a;
Corbacho et al., 2000b). La PRL-16K funciona como un agonista débil de la PRL
en ensayos como los del buche del pichon, de las células Nb2, y de la glandula
mamaria (Clapp et al., 1998; Mitra, 1980), y este débil efecto se asocia con su

reducida afinidad por el receptor de PRL en los diferentes tejidos (Clapp et al.,
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1998). Sin embargo la relevancia funcional de la PRL-16K radica en que ejerce un

efecto nuevo no presente en la PRL integra, que es el de inhibir la angiogénesis.

4. La PRL-16K como un inhibidor de la angiogénesis

Los efectos antiangiogénicos de la PRL 16K se han observado en estudios
in vitro sobre el cultivo de células endoteliales en distintas especies y lechos
vasculares, donde este fragmento de PRL inhibe tanto la proliferacion basal como
la estimulada por bFGF y VEGF (Clapp et al., 1993). Esta inhibicion parece
resultar de impedir la fosforilacion de las MAP cinasas p42 y p44 inducida por el
bFGF y el VEGF en células endoteliales a través de bloquear la activacion de Raf-
1 (D’Angelo et al.,, 1995) y Ras (D’Angelo et al.,, 1999). La PRL-16K también
interfiere con otras fases del proceso angiogénico. Por ejemplo, se ha mostrado
que la PRL-16K frena la migracién y formacion de nuevos vasos a través de inhibir
la accién del activador del plasmindgeno tipo urocinasa (UPA), cuya participacion
es esencial para la degradacion de la matriz extracelular (Lee et al., 1998). Esta
inhibicion es ejercida indirectamente a través de estimular la expresion del
inhibidor del activador de plasminégeno-1 (PAI-1). Ademas, la PRL-16K también
induce la apoptosis del endotelio a través de la activacion de las caspasas 1y 3y

la inhibicién de la accion anti-apoptética de la familia Bcl-2 (Martini et al., 2000).

Todas estas acciones pueden resultar en la inhibicién del proceso integral
de la angiogénesis que tiene lugar in vivo. Al respecto, se ha reportado que la
PRL-16K inhibe la vascularizacién de la cérnea inducida por bFGF (Duefias et al.,
1999) y la proliferacion de vasos capilares en el ensayo de la membrana
corioalantoidea del embrion de pollo (Clapp et al., 1993; Struman et al., 1999).
Ademas, recientemente se mostr6 que la PRL-16K es capaz de inhibir la
vascularizacion tumoral y el crecimiento de tumores en ratones inmunosuprimidos.
En este estudio, células tumorales de préstata (Kim et al., 2003) o de colon
(Bentzien et al., 2001) fueron transfectadas con un vector de expresién para

producir PRL-16K, y al ser inyectadas en ratones inmunosuprimidos, o bien no
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produjeron tumores o generaron tumores de menor tamafo y menos

vascularizados que aquellos producidos por las células control.

Todos estos hallazgos indican que la PRL-16K es un factor antiangiogénico
que actua especificamente sobre las células endoteliales ya sea inhibiendo
aquellos procesos indispensables para la angiogénesis, tales como la proliferacion
endotelial y la degradacion de la matriz extracelular, o bien afectando los eventos
relacionados con la apoptosis del endotelio, tales como los procesos de
remodelado y regresion vascular (Corbacho et al., 2002). ElI hecho de que estas
acciones no ocurran en respuesta a PRL, indican que probablemente son
mediados por un receptor distinto al receptor clasico de la hormona. Al respecto se
ha mostrado que las membranas de células endoteliales contienen sitios de unién
de alta afinidad y saturables para el fragmento-16K que no unen a la PRL (Clapp &
Weiner 1992) y que pueden representar los receptores de la PRL-16K

responsables de mediar sus efectos.

La existencia de receptores especificos apoya el posible papel de la PRL-
16K como un regulador natural del proceso angiogénico. Al respecto, se ha
propuesto que la PRL-16K representa aproximadamente el 1% del total de PRL
hipofisiaria (Torner et al., 1995) y también se ha detectado PRL-16K en la
circulacién (Clapp, 1987; Clapp et al., 1994; Sinha, 1995). Asimismo, la PRL-16K
parece producirse en fibroblastos (Corbacho et al., 2000b) y en las propias células
endoteliales (Corbacho et al., 2000a). Por lo tanto, la PRL-16K podria ejercer sus
efectos antiangiogénicos a través de acciones sistémicas y locales (autocrinas y

paracrinas), y de esta manera contribuir a la inhibicion natural de la angiogénesis.

Ademas de sus efectos en la angiogénesis, hallazgos recientes sugieren la
posible participacion de la PRL-16K en los procesos inflamatorios, ya que este
fragmento de la PRL induce la expresion de la sintetasa del 6xido nitrico del tipo
inducible (iNOS) y la produccion de NO por fibroblastos de pulmén. Este efecto es

comparable en potencia al ejercido por una mezcla de citocinas pro-inflamatorias:
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interleucina 1-p (IL-1B), interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
vale la pena mencionar que los fibroblastos son muy importantes en las
reacciones inflamatorias del pulmén (Corbacho et al., 2000b). EI descubrimiento
de que la PRL-16K puede regular la produccion de NO, fue de gran interés no sélo
porque abre nuevas posibilidades de accién sobre otros tipos celulares, sino
también porque el NO es un regulador fundamental de la angiogénesis y de la

funcién vascular en general.

5. Oxido nitrico y sintetasas de 6xido nitrico

El NO posee una diversidad de efectos entre los que sobresalen acciones
sobre la neurotransmision, el sistema cardiovascular y la inflamacion. En células
de mamiferos se produce por acciéon de tres enzimas llamadas en conjunto
sintetasas de 6xido nitrico (NOS). Y aunque son codificadas por genes diferentes,
comparten entre si un 50-60% de similitud en su secuencia nucleotidica y
aminoacidica (Geller & Billiar 1998), y en los casos en los que estas isoformas han
sido clonadas en mas de una especie el porcentaje de similitud encontrado entre

las diferentes especies para una misma isoforma es de 90%.

Hasta el momento, se han descrito la NOS neuronal, la inducible y la
endotelial. Dos de estas isoenzimas: la neuronal y la endotelial estan
continuamente presentes y por lo tanto son llamadas constitutivas, mientras que la
tercera isoforma contrasta con éstas dos, ya que normalmente no se expresa en
condiciones basales y es inducida por ciertas citocinas y lipopolisacaridos (LPS)

de origen bacteriano, por lo que es conocida como inducible (Geller & Billiar 1998).

Mientras que las isoformas constitutivamente activas requieren para su
actividad de un incremento de calcio intracelular y calmodulina, la isoforma
inducible no depende de calcio y su actividad sélo depende de que se exprese su
RNA mensajero (RNAm) y este se traduzca a proteina. Al respecto, en la linea

celular AKN-1 proveniente de células epiteliales de higado humano la expresion
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del RNAm de iNOS ocurre luego de dos horas de la estimulacion de la
transcripcion y la actividad de la proteina se encuentra seis horas después de la

estimulacion con una mezcla de citocinas (Geller & Billiar 1998).

Este grupo de enzimas para generar NO catalizan la transferencia de cinco
electrones de uno de los nitrégenos del grupo guanidino de la L-arginina,
formando NO y L-citrulina como subproducto en una relacion estequiométrica
equimolar (Geller & Billiar 1998). EI mecanismo general de accidén del NO implica
su union al grupo hemo de la enzima guanilato ciclasa soluble, que promueve un
cambio conformacional en la enzima y da como resultado su activacién con la
consiguiente produccion de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). La
produccion de GMPc conduce a diferentes efectos. Por ejemplo en el musculo liso
de los vasos sanguineos activa a la proteina-cinasa G (PKG) y la activacion de
esta cinasa lleva a una disminucién del calcio citosdlico, y por tanto a la relajacion
muscular (Layland et al., 2002). En cambio, en la neurotransmision se ha
propuesto que el GMPc generado en la neurona pre-sinaptica activa proteinas
cinasas que llevan a la activacion de canales que facilitan la liberacién de mas
neurotrasmisores (Ignarro, 1992). Y en relacion a la disminucién de la adhesion de
leucocitos y plaquetas al endotelio, el mecanismo aun no es bien conocido, pero
se ha sugerido que el GMPc disminuye la unidn del fibrinbgeno a las plaquetas
(Gries et al., 1998). Ademas, se ha encontrado que la administracion de fuentes

exdgenas de NO inhiben la expresion de p-selectina in vivo (Gries et al., 1998).

Se piensa que esta diversidad de efectos del NO puede ser atribuida tanto
al sitio de producciéon, como a las isoformas que lo producen, y de forma
importante a la cantidad de NO que generan. Cuando el NO se produce en
cantidades picomolares o nanomolares por la actividad de eNOS o nNOS
(isoforma neuronal de las sintetasas de NO), el NO regula procesos fisiologicos
como la permeabilidad, el tono vascular, la adhesién de plaquetas y leucocitos al
endotelio y la neurotransmision. Sin embargo, cuando se produce en

concentraciones micromolares ejerce efectos antimicrobianos que pueden
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conducir a eventos inflamatorios cronicos. Los efectos inflamatorios del NO se
asocian con la formacion de radicales libres que llevan a la oxidacion e
inactivaciéon de macromoléculas (proteinas y DNA), con la consecuente pérdida de
funciones enzimaticas y la desintegracién de la membrana plasmatica asi como la
produccion de mutaciones en el DNA (Eiserich et al., 1998). En resumen, mientras
bajos niveles de NO median muchas acciones fisioldgicas normales, altas
concentraciones de NO en combinacion con una elevada produccion de oxidantes

provoca dafo tisular y mayor inflamacion.

Las células endoteliales contienen la isoforma endotelial de NOS, la cual
hasta hace algunos afios parecia ser la unica presente en este tipo celular. Sin
embargo, recientemente se ha demostrado la expresion del RNAm tanto de eNOS
como de iNOS en el endotelio vascular tratado con VEGF (Kroll & Waltenberger
1998). El gen humano de eNOS se encuentra en el cromosoma 7, es de
aproximadamente 21 kb de tamano, esta compuesto por 26 exones y 25 intrones,
y su transcripcidn genera una proteina de una masa molecular aproximada de 135
kDa. La eNOS, al igual que la nNOS, requiere de calcio intracelular y calmodulina
para su activacién, asi como la union de varios cofactores. Ademas, su actividad
puede ser regulada por otros cambios postraduccionales que incluyen la
interaccion con otras proteinas, la fosforilacion en residuos de serina y treonina,
asi como por la localizacién subcelular de la enzima. EI NO generado por eNOS
contribuye al mantenimiento de la homeostasis vascular a través de acciones, que
como ya se menciond anteriormente, incluyen la estimulacion de la vasodilatacion
y la permeabilidad vascular, la prevencién de la adhesion y activacion de
leucocitos y plaguetas en el endotelio, la proliferacion de las células endoteliales y
la inhibicion de su apoptosis (Eiserich et al., 1998; Moncada et al., 1991). Por lo
tanto, la actividad de eNOS es relevante tanto para la regulaciéon de los cambios
vasculares que acompanan al proceso inflamatorio como para el control de la

angiogeénesis que frecuentemente ocurre asociada a estos procesos.
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6. Angiogénesis e inflamacién

La inflamacién se caracteriza por la presencia de vasodilatacién, aumento
en el flujo sanguineo, edema y extravasacion de leucocitos y plaquetas. La
inflamacién se relaciona intimamente con la angiogénesis y ambos procesos
parecen ser codependientes. En el adulto, la angiogénesis frecuentemente ocurre
en aquellos tejidos danados por lesiones o fracturas, y bajo esta situacion la
angiogeénesis puede ser inducida por factores de crecimiento y citocinas
generadas en el sitio de inflamacion. A su vez, los neovasos favorecen el
transporte de fluidos y células inmunes capaces de promover la inflamacion
(Jackson et al., 1997). Uno de los factores angiogénicos capaces de influir sobre el

proceso inflamatorio es el VEGF.

El VEGF, es el factor angiogénico mas importante que se conoce; regula
todas las fases del proceso angiogénico y su produccion se incrementa y se
asocia con la sobreproduccién de vasos sanguineos que caracteriza a los
padecimientos angiogénesis-dependientes. Ademas, el VEGF promueve la
vasopermeabilidad y la vasorelajacion (Fujii et al., 1997; Ku et al., 1993; Wang et
al., 1996) esenciales en el proceso inflamatorio. En estos efectos vasculares y pro-
angiogénicos del VEGF participa el NO endotelial. Es bien conocido que el VEGF
sefaliza a través de activar a eNOS, al generar un aumento en la movilizacion de
calcio intracelular (Moncada et al., 1991) y en la fosforilacion de sus residuos de
serina (Boo & Jo 2003). Asi, los efectos vasoproliferativos y estimulatorios de la
permeabilidad vascular del VEGF se reducen en presencia de bloqueadores de la
produccion de NO (Morbidelli et al., 1996; Papapetropoulos et al., 1997) y los
animales “knockout” de eNOS, asi como los tratados con inhibidores
farmacolégicos o naturales de eNOS, presentan una respuesta angiogénica
disminuida (Jang et al., 2000; Murohara et al., 1998; Urbich et al., 2002). De
manera similar, importantes factores vasodilatadores como la BK y la ACh actuan
a través de activar eNOS y el NO resultante estimula la relajacion del musculo liso
endotelial (Furchgott & Zawadzki 1980; Jeppesen et al., 2002; Kamei et al., 2000).
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Mas aun, diversas evidencias apoyan el hecho de que la BK tiene acciones
angiogénicas. La BK estimula la proliferacion y migracion de las células
endoteliales, asi como la formacion de nuevas redes vasculares (Miura et al.,
2002; Morbidelli, et al., 1998; Parenti et al., 2001) y estas acciones son
bloqueadas por inhibidores de eNOS (Miura et al., 2002; Parenti et al., 2001).

Por lo tanto, eNOS constituye un blanco posible de factores capaces de
promover e inhibir la angiogénesis. Al respecto, la PRL-16K inhibe el efecto
mitogénico del VEGF vy evidencias recientes sugieren posibles efectos
vasoconstrictores para este fragmento hormonal, en diferentes tipos de endotelios
(Gonzalez et al., 2004). En corazones aislados de cobayo o de rata la perfusion de
los vasos coronarios a un flujo constante, permite evaluar respuestas
vasodilatadoras a través de la determinaciéon de la presion de perfusion. Bajo
estas condiciones, se observo que la PRL-16K inhibe la vasorelajacion inducida
por BK y que este efecto es reversible (Gonzalez et al., 2004). Mas aun, en este
mismo estudio se mostré que la PRL-16K inhibe la relajacién de segmentos
aislados de aorta inducido por ACh, pero no por el nitroprusiato de sodio, un
donador de NO. Estos hallazgos, apoyan el que la PRL-16K inhibe la relajacion

vascular dependiente de NO, y por lo tanto que inhibe la activacion de eNOS.

Para apoyar la conclusion anterior era importante determinar si la PRL-16K
también inhibe la activacién de eNOS en respuesta a la ACh y a la BK. Ademas, el
efecto sobre eNOS debiera ser general a endotelios de diversos lechos
vasculares. Esta posibilidad no es trivial debido a que se han reportado diferencias
entre las células endoteliales de vasos grandes y pequefios y de acuerdo a la
localizacion anatémica de los respectivos lechos vasculares (Augustin et al., 1994;
Lelkes et al., 1996). Un ejemplo de estas diferencias, es la observacién de que en
respuesta al bFGF se incrementa la produccion del activador del plasmindégeno en
células endoteliales de la aorta pero disminuye en el endotelio de la vena umbilical
(Yamamoto et al., 1994). También existen diferencias en cuanto a los tipos vy

abundancia de moléculas de adhesidn expresadas por las células de la
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microvasculatura (capilares sanguineos) y las células provenientes de vasos
grandes (macrovasculatura) (Sewerlick et al., 1992; Sewerlick & Lawley 1993). La
heterogeneidad funcional también incluye diferencias a lo largo de la edad
(Augustin et al., 1994; Ausprunk et al., 1991; Carmeliet, 2000; Davison et al., 1983)
y entre las especies (Fajardo, 1989). Por lo que en este estudio se decidid
investigar el efecto de la PRL-16K sobre la produccion de NO en endotelios

derivados de la micro y de la macrovasculatura.

PROBLEMA

Dado que el NO endotelial media los efectos vasoproliferativos y
vasorelajadores del VEGF, la ACh y la BK y que la PRL-16K inhibe estas
acciones, proponemos investigar si la PRL-16K inhibe la produccién de NO
endotelial inducida por estas tres sustancias vasoactivas. Ademas, analizaremos

si esta accion ocurre en endotelios de diversos lechos vasculares.

HIPOTESIS

La PRL-16K disminuye la produccion de NO inducida por VEGF, ACh y BK

en células endoteliales de diferentes lechos vasculares.

OBJETIVOS

1. Determinar el efecto de la PRL-16K sobre la produccion de NO
endotelial estimulada por VEGF, ACh y BK en células endoteliales de aorta
bovina en cultivo.

2. Determinar si el efecto de la PRL-16K sobre la produccion de NO
endotelial ocurre en cultivos primarios de células endoteliales de capilares,

venas y arterias.
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MATERIALES Y METODOS

Prolactinas y reactivos

Se utilizé la preparacion referencia de PRL de rata suministrada por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica, y una
preparacion de PRL recombinante humana donada por Genzyme Corporation
(Framingham MA, EUA). La PRL-16K fue generada mediante protedlisis
enzimatica de la PRL de rata, reduccion y carbamidometilacion de acuerdo al
método descrito (Clapp & Weiner 1992). El VEGF fue donado por Genentech (San
Francisco CA, EUA), mientras que la ACh y la BK fueron adquiridas de Sigma
Chemical Company (St. Louis MO, EUA). Todos los reactivos utilizados en los
cultivos celulares son de GIBCO y de SIGMA.

Células endoteliales de aorta bovina (BAEC)

Las células endoteliales se aislaron de la aorta descendente de bovino de
acuerdo al método descrito (Bernatchez et al., 1999). Brevemente, las aortas se
obtienen frescas y se tratan con colagenasa para desprender las células
endoteliales, las cuales se colectan y cultivan en Medio 199 con 5% de suero
bovino fetal, 5% de suero de ternera y estreptomicina-penicilina (100 U/ml). La
suspension se centrifuga por 10 minutos, a 1000 rpm o 200 g en la centrifuga IEC
Centra CL, a temperatura ambiente. El paquete celular se resuspende en 6 ml de
medio de cultivo con 2 ml de la suspensién celular, y se siembran en cajas de
cultivo (35 mm). Las células se mantienen bajo una atmésfera de CO, (5%) y aire
(95%) a 37°C y los cultivos son amplificados mediante diluciones 1:3 y

resembrados en cajas de 100 mm, para usarse en las resiembras de la 6 a la 12.

Células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC)

19



Las células endoteliales se aislaron de cordones umbilicales bovinos, de
acuerdo al método descrito (Corbacho et al., 2000a). Brevemente, los cordones
recién obtenidos se lavan con un amortiguador de fosfatos y son transportados al
laboratorio en solucién de Hank a 4°C. Las venas del corddén son canuladas vy
lavadas con solucion de Hank para eliminar los restos de sangre. Un extremo de la
vena se cierra y en el otro extremo se inyectan 15 ml de solucién de tripsina-EDTA
(0.5%), la vena ya canulada se incuba por 20 minutos a 37°C y posteriormente se
colecta la tripsina con las células en suspension y el cordon se lava con solucion
de Hank para despegar el resto de las células que hayan quedado adheridas. La
suspension celular se diluye en 15 ml de medio de cultivo completo (F12K; 10% de
suero bovino fetal y antibioticos) y se centrifuga por 10 minutos a 1000 rpm o 200
g en la centrifuga IEC Centra CL, a temperatura ambiente. El paquete celular se
resuspende en 6 ml de medio de cultivo con 2 ml de la suspension celular y las
células se siembran en cajas de cultivo (35 mm). Las células se mantienen bajo
una atmodsfera de CO, (5%) y aire (95%) a 37°C y los cultivos son amplificados

mediante diluciones 1:3 y resembrados en cajas de 100 mm.

Células endoteliales de la retina de rata (CERR)

Las células endoteliales de capilares de la retina de la rata se aislaron y
cultivaron de acuerdo al método descrito (Ochoa et al., 1999) que consiste en lo
siguiente: los ojos de las ratas macho de la cepa Wistar de 250 g, son enucleados
y las retinas se separan, fragmentan y siembran en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEN), suplementado con heparina (100 ug/ml), 10% de suero bovino
fetal, estreptomicina-penicilina (100 U/ml). Las retinas se mantienen bajo una
atmosfera de CO; (5%) y aire (95%) a 37°C. Las células endoteliales emigran y se
adhieren mas rapidamente que otros tipos celulares, por lo que se seleccionan
cambiando el medio consecutivamente, tres horas después de haber sembrado
las retinas y luego cada doce horas, los explantes de la retina son retirados al
tercer dia. Entre los dias siete y diez del cultivo celular se forman los parches con

apariencia de empedrado que se separan y resiembran en otras cajas cubiertas
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con fibronectina. Los cultivos son amplificados mediante diluciones 1:3 en cajas de

100 mm, y las células se utilizan en las resiembras de la 5 a la 12.

Método de la citrulina radioactiva

La actividad de eNOS fue evaluada en las diferentes células endoteliales
mediante la cuantificacién de [°H]-L-citrulina de acuerdo al método descrito (Bredt
& Snyder 1990). Dicho método es altamente sensible y especifico ya que utiliza la
arginina, que es el sustrato de las NOS, marcada radiactivamente. Las NOS
transfieren cinco electrones del grupo guanidino de la [°H]-L-arginina para generar

NO vy [*H]-L-citrulina en una relacién estequiométrica equimolar.

Las células endoteliales (50,000) se contaron usando una camara de
neubauer y fueron sembradas en placas de 12 pozos en su medio de cultivo
correspondiente. Una vez adheridas a la placa fueron incubadas en medio de
Hank conteniendo 20 mM de HEPES pH 7.4, 0.6 mM de CaCly, trasylol (0.2 IU/ml)
y 1 mM ditiotreitol por media hora para equilibrar las células. Pasado este tiempo,
se les afadié 1 puCi/ml de [*H]-L-arginina (Perkin Elmer Life Sciences, Inc. Boston
MA, EUA), 32 ug/ml de aprotinina, las sustancias vasoactivas (VEGF, ACh o BK)
en presencia o ausencia de PRL-16K o de PRL. Al cabo de una hora la reaccion
fue detenida con un medio de Hank que contenia EDTA, para posteriormente lisar
las células en un amortiguador de 50 mM de HEPES pH 5.5, y 4 mM de EDTA.
Los lisados celulares fueron puestos en una columna (Dowex AG50WX8) de
intercambio idnico de tipo catidnico, usando el mismo amortiguador de lisis
(HEPES pH 5.5) para la elucion. Debido a que la [3H]-L-arginina a este pH esta
cargada positivamente, interacciona con las cargas negativas presentes en la
columna y queda retenida en ella, en cambio la [°H]-L-citrulina a este mismo pH
tiene una carga neta neutra y por lo tanto eluye de la columna sin ningun
impedimento. La [°H]-L-citrulina es colectada en un frasco que contiene liquido de
centelleo, para cuantificar la radioactividad en un contador de emisiones j, de
Beckman Instruments modelo LS 6500 (Fullerton CA, EUA).
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RESULTADOS

Analisis del efecto del VEGF, la ACh y la BK sobre la produccion

de NO por células endoteliales de diversos lechos vasculares

Con el propdsito de investigar el efecto de la PRL-16K sobre la produccién
de NO endotelial inducida por VEGF, ACh y BK llevamos a cabo experimentos
iniciales donde investigamos las dosis adecuadas de VEGF, ACh y BK para
activar eNOS en células endoteliales de la aorta bovina (BAEC), de la vena

umbilical bovina (BUVEC) y de capilares de la retina de la rata (CERR) (figura 1).
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Fig. 1. Células endoteliales de la de la aorta de bovino (BAEC), células endoteliales de la vena
umbilical bovina (BUVEC) y células endoteliales de la retina de la rata (CERR) incubadas durante 1
h en ausencia o presencia de dosis crecientes de VEGF, ACh 6 BK. La actividad de eNOS se
determind por la conversién de [3H]-L-arginina a [3H]-L-citrulina. *p<0.05 VEGF, ACh y BK vs. basal

no tratado.
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Promedios de tres determinaciones de un mismo experimento mostraron
como se esperaba, que las tres sustancias vasoactivas estimulan en forma dosis-
dependiente la produccion de NO en los tres tipos de endotelio. Las dosis que
produjeron el efecto maximo y que fueron seleccionadas para los experimentos
subsecuentes fueron 1.2y 2.4 nM para el VEGF y 10 y 20 uM para ACh y BK.

Efecto de la PRL-16K sobre |la produccion de NO inducida por
VEGF en BAEC

Estudios iniciales del laboratorio mostraron que la PRL-16K generada por
protedlisis enzimatica y por DNA recombinante, inhibe la actividad de eNOS
inducida por VEGF en células endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC) y
en células de la vena umbilical humana (HUVEC). Este efecto parecia especifico
en tanto que la inhibicion se bloqueaba mediante la inactivacion de la PRL-16K
con calor, pero no con inhibidores de LPS que son contaminantes ubicuos de
origen bacteriano (Gonzalez et al., 2004). Con estos antecedentes procedimos a
demostrar si el efecto inhibitorio de la PRL-16K sobre la produccion de NO

también ocurre en células endoteliales de la aorta bovina (BAEC).

En la figura 2 se promedian resultados de tres experimentos independientes
que muestran que el VEGF (2.4 nM) estimula 1.67+0.37 veces la produccion de
NO por las células BAEC confirmando experimentos mostrados en la figura 1. El
tratamiento con PRL-16K bloqued totalmente el efecto del VEGF en todas las

dosis utilizadas.
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Fig. 2. BAEC incubadas por 1 h en ausencia o presencia de VEGF (2.4 nM) con concentraciones

crecientes de PRL-16K. La actividad de eNOS se determiné por la conversion de [°H]-L-arginina a

[’H]-L-citrulina. **p<0.05 VEGF vs. basal; *p<0.05 VEGF + PRL-16K vs. solamente VEGF.

Efecto de la PRL-16K sobre la estimulacion de la produccion de
NO por VEGF en BUVEC y CERR

Con la intencion de ver si el efecto inhibitorio de la PRL-16K sobre la
produccion de NO ocurre en células endoteliales de la microvasculatura,
investigamos si la PRL-16K es capaz de inhibir la produccion de NO en las CERR.
Asimismo, comparamos esta accién con el efecto en BUVEC que ya se habia

observado antes (Gonzalez et al., 2004).

En la figura 3 se muestran promedios de tres experimentos independientes
donde se analiz6 el efecto del VEGF en las células BUVEC y CERR. Como ya se
habia mostrado en ambos tipos celulares, el VEGF (2.4 nM) estimulo la
produccién de NO medida a través de la cuantificacion de [*H]-L-citrulina.
También, de acuerdo a experimentos mostrados en la figura 1, la produccion basal

y estimulada de NO fue 10 veces mayor en las CERR que en las BUVEC; sin
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embargo, la magnitud del efecto del VEGF fue similar (2.51+0.08 veces el valor
basal vs. 2.7810.3, para BUVEC y CERR, respectivamente). Cabe mencionar que
la estimulacion del NO por VEGF en las BUVEC y en las CERR fue mayor
(p=<0.05) al efecto observado en las BAEC.

BUVEC CERR
VEGF (2.4 nM) VEGF (2.4 nM)
40 400 _
S g S 300]
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c =
S g 2001
= 20 ©
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S 10 S 100]
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PRL-16K (nM) PRL-16K (nM)

Fig. 3. BUVEC y CERR incubadas durante 1 h en ausencia o presencia de VEGF (2.4nM) y
concentraciones crecientes de PRL-16K. La actividad de eNOS se determiné por la conversion de
[*H]-L-arginina a [°H]-L-citrulina. **p<0.05 VEGF vs. basal; *p<0.05 VEGF + PRL-16K vs. solamente
VEGEF.

A pesar de estas diferencias, la PRL-16K inhibié la produccién de NO
estimulada por VEGF en las BUVEC y en las CERR. El efecto fue dosis-
dependiente y con una potencia similar. La concentracion capaz de inhibir el 50%
de la estimulaciéon (ICso) fue de 2.41£0.31 nM para las BUVEC y de 2.8+0.23 nM
para las CERR. La comparacién con las BAEC no es del todo valida, pues en

estas células no se observé un efecto dosis-dependiente.
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Efecto de la PRL-16K sobre la produccion de NO inducida por
ACh y BK en BAEC, BUVEC y CERR

La ACh y la BK ejercen sus efectos vasorelajadores a través de activar
eNOS y producir NO endotelial, dado que la PRL-16K inhibe los efectos
vasorrelajadores de ambas sustancias (Gonzalez et al., 2004), investigamos si la
PRL-16K es capaz de inhibir la produccion de NO inducida por estas sustancias

vasoactivas.

De manera similar al VEGF y de acuerdo a los experimentos mostrados en
la figura 1, promedios de tres experimentos independientes muestran que en las
BAEC y en las BUVEC la magnitud de la estimulacién por la misma dosis de ACh
fue similar (1.63+0.98 vs. 1.70£0.71) y menor (p<0.05) que en las CERR
(2.46x0.24) (figura 4). Asimismo, la produccion de NO basal y estimulada por ACh
fué 10 veces mayor en las CERR que en las BAEC y las BUVEC. En los tres tipos
celulares, la PRL-16K inhibié en forma dosis-dependiente la estimulacion inducida
por ACh, con una potencia comparable (ICso de 4.6+0.03, 3.2+0.34 y 3.7+£0.22 nM,
para las BAEC, las BUVEC y las CERR, respectivamente).

Con respecto a la BK, su efecto sobre la produccién de NO en los tres tipos
celulares fue menor al observado para VEGF y ACh. En las BUVEC y las CERR la
misma dosis de BK estimulé 1.35£0.18 y 1.38+£0.12 veces el nivel basal de NO,
respectivamente (figura 4). En la BAEC se observé un aumento menor (0.6+£0.11)
que no fue significativo. En todos los casos la PRL-16K inhibid la estimulacion

inducida por BK, si bien el efecto sélo fue dosis-dependiente en las BUVEC.

26



BAEC BUVEC CERR

30 - ACh (10 pM) 30 ACh(m uM) 30 ACh (10 pM)
N o
;20 20 = 20
E
5 :
- £
= 3]
=10t J I 10 | £ 10 I
& =
Q =
I. N
2 i
0 oL |
Basal D 110 50 10 Basal 01 1.0 5 0 10 Basal D 1 10 50 10
PRL-16K (nM) PRL-16K (nM) PRL-16K (nhT)
30 - BK (10 pM) 30 BK (10 pM) 30 BK (10 pM)
e T
T2 20 E 20
e £
[+] (=1
= i)
% 10 ] I II m E w
= 2
Q =
"o 0 Lo
Basal IJ 110 50 10 Basal 0 110 50 10 Basal D 110 50 10
"PRL-16K (k) (i) “PRL-16K (nh) {ni1) PRL 16K (ni)

Fig. 4. BAEC, BUVEC y CERR incubadas durante 1 h en ausencia o presencia de ACh (10uM) o
BK (10uM) y concentraciones crecientes de PRL-16K. La actividad de eNOS se determiné
mediante la conversion de [°H]-L-arginina a [°H]-L-citrulina. **p<0.05 vs. basal; *p<0.05 vs., ACh o

BK solamente.

Independientemente de cual fue la sustancia activadora, la PRL-16K inhibi6
su efecto sobre la produccion de NO endotelial. El efecto fue dosis-dependiente en
la mayoria de los casos y la concentracién ICsy capaz de inhibir la estimulacion de
la produccion de NO inducida por VEGF, ACh y BK en los diferentes tipos
celulares, se muestra en la tabla 3. La ICso oscil6 entre 1.2+0.65 y 4.6+£0.03 nM en
las BAEC tratadas con BK y con ACh respectivamente, mientras que como se
menciono, en las BAEC tratadas con VEGF no se observo un efecto inhibitorio

dosis-respuesta por parte de la PRL-16K.

Tabla 3.
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Concentracion de PRL-16K capaz de inhibir el 50 % de la estimulacion de la
produccion de NO inducida por VEGF, ACh y BK en los diferentes tipos celulares

BAEC BUVEC CERR
VEGF | = - 2.4+0.31 nM 2.8+£0.23 nM
ACh 4.6+0.03 nM 3.2+0.34 nM 3.7+0.22 nM
BK 1.2+0.65 nM 4.2+0.06 nM 2.3+0.18 nM

En contraste con los efectos de la PRL-16K sobre el endotelio que estan
bien documentados (Corbacho et al., 2002), no es claro si la PRL puede tener
acciones directas sobre el endotelio. Para analizar si la PRL podria modificar la
actividad de eNOS estimulada por VEGF, ACh o BK, cultivamos las BAEC,
BUVEC y CERR en presencia de dosis crecientes de PRL (figura 5).
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Fig. 5. BAEC, BUVEC y CERR incubadas durante 1 h en ausencia o presencia de VEGF (2.4nM),
ACh (10uM) o BK (10uM) y concentraciones crecientes de PRL. La produccion de NO se determino
mediante la conversién de [*H]-L-arginina a [*H]-L-citrulina. **p<0.05 vs. basal; *p<0.05 vs.,
solamente VEGF, ACh o BK.
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Efecto de la PRL sobre la estimulacion de la produccion de NO en
BAEC, BUVEC y CERR

Promedios de tres experimentos independientes mostraron que la PRL no
inhibe la produccion de NO estimulada por VEGF, ACh y BK, si bien en algunos
casos se observa un pequefio aumento que llega a ser significativo. El hecho de
que esta estimulacion no sea general a todos los lechos vasculares analizados
podria sugerir que este efecto no es bioldgicamente significativo. Alternativamente,
el efecto estimulador podria ser enmascarado en presencia de la estimulacién por
las sustancias vasoactivas. Para analizar esta ultima posibilidad determinamos el
efecto de la PRL sobre la producciéon basal de NO en las BAEC, que fue el

endotelio que respondid mas al posible efecto estimulador de la hormona (figura

6).
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Fig. 6. BAEC incubadas durante 1 h en ausencia o presencia de dosis crecientes de PRL. La

produccion de NO se determiné mediante la conversién de [°H]-L-arginina a [°H]-L-citrulina.

Promedios de tres experimentos independientes mostraron que la PRL no
modifica la produccién basal de NO por las BAEC en las diferentes dosis

utilizadas.
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DISCUSION

La identificacion de factores reguladores de la angiogénesis, y en especial
de aquellos que la inhiben, ha tomado gran importancia en los ultimos afios debido
a que existen diferentes padecimientos que dependen fuertemente de la
angiogénesis, para su desarrollo y progresion. Ejemplos de ellos son el cancer, la
retinopatia diabética y la artritis reumatoide (Folkman, 1995). Entre los factores
inhibidores de la angiogénesis se han descrito fragmentos de proteinas que en su
forma integra son inactivas (Cao, 2001). Entre estos fragmentos se encuentra la
PRL-16K, que al igual que los demas (angiostatina, endostatina, trombospondina-
1y factor plaquetario 1V), tiene efectos antiangiogénicos claros, pero poco se sabe

acerca de su receptor y de sus vias de sefializacién (Corbacho et al., 2002).

La PRL-16K inhibe el efecto vasoproliferativo del VEGF (Clapp et al., 1993),
y evidencias recientes indican que también inhibe la relajacion de segmentos de
aorta y de vasos coronarios inducida por ACh y BK (Gonzalez et al., 2004). Es
bien conocido que el VEGF, la ACh y la BK actuan en el endotelio a través de
activar eNOS y usar el NO como segundo mensajero (Ashrafpour et al., 2004,
Fukumura et al., 2001; Kamei et al., 2000; Palmer et al., 1987; Venema, 2002; Wu,
2002). En este trabajo mostramos que la PRL-16K inhibe la produccién de NO
inducida por VEGF, ACh y BK, y que esta accion parece ser general a endotelios

de diversos lechos vasculares.

El NO generado en la vasculatura producido por la activacion de eNOS
participa como un mediador fisiolégico importante para mantener la homeostasis
vascular, ya que permite la dilatacion de los vasos sanguineos, protege a la capa
intima de la agregacion de plaquetas y leucocitos y promueve la permeabilidad
vascular y la angiogénesis (Schwartz et al., 1999). Estas acciones parecen estar
diferencialmente representadas entre los distintos lechos vasculares. Por ejemplo,
la angiogénesis solamente ocurre en los lechos capilares, y la vasorelajacion es

mas significativa en el arbol arterial.
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Dada la importancia del NO como segundo mensajero para promover la
permeabilidad vascular, la vasorelajacion y la angiogénesis, en este estudio
comenzamos por determinar las dosis adecuadas de VEGF, ACh y BK capaces de
activar eNOS, en células endoteliales de la macrovasculatura (aorta y vena
umbilical) y de la microvasculatura (capilares de la retina). Como era de esperar,
las tres sustancias vasoactivas estimularon la produccion de NO en los tres tipos
de endotelio. El efecto fue dependiente de la dosis y maximo a una concentracion
de 1.2 nM para el VEGF y de 10 uM para ACh y BK. Es interesante sefialar que en
todos los casos la dosis inmediata superior a la del efecto maximo ya no mostro un
efecto mayor y si una tendencia no significativa a producir un efecto menor. Es
probable que esta disminucidn no sea biolégicamente significativa y solamente
refleje pequenas oscilaciones dentro de un efecto maximo. La curva dosis-
respuesta reportada para estas tres sustancias sobre la actividad de eNOS (Bae et
al., 2003; Figueroa et al., 2002; Papapetropoulos et al., 1997; Shaul, 2003) es
similar a la de este estudio. A saber, de una relacién directa hasta alcanzar un
nivel maximo que se mantiene estable, probablemente debido a que las
concentraciones altas saturan a los receptores respectivos. En nuestro estudio, las
dosis que producen el efecto maximo son similares a las reportadas previamente
(1.2-3.0 nM, 10-100 uM, y 1-10 uM, para VEGF, ACh y BK, respectivamente). Sin
embargo, para poder descartar el que en nuestros experimentos las sustancias
vasoactivas hayan tenido un efecto dosis-respuesta en campana, seria

conveniente determinar el efecto de dosis superiores a las utilizadas.

Los efectos maximos observados para VEGF, ACh y BK variaron entre 1.4
y 2.5 veces el valor en ausencia de tratamiento. Este rango es similar al reportado
(2.5, 1.6 y 1.8 para VEGF, ACh y BK, respectivamente) (Bae et al., 2003; Figueroa
et al., 2002; Garcia-Cardena et al., 1998; Gonzalez et al., 2004; Shaul, 2003), y no
parece estar asociado al tipo de endotelio, ni al tipo de sustancia vasoactiva
utilizada. Por ejemplo, para el VEGF el efecto menor se observé en las BAEC,
para la ACh tuvo lugar en las CERR, mientras que para la BK los efectos fueron

similares en los tres endotelios. En las CERR, si bien la magnitud de la
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estimulacién estuvo dentro de dicho rango, la produccion de NO fue diez veces

mayor a la producida por las otras células endoteliales.

Una vez determinadas las dosis adecuadas de las tres sustancias
vasoactivas para activar eNOS, procedimos a investigar la posible inhibicion de
este efecto por la PRL-16K. Inicialmente, determinamos que la PRL-16K inhibe la
produccion de NO inducida por VEGF tanto en las BAEC, como en las BUVEC y
en las CERR. El efecto inhibitorio de la PRL-16K sobre VEGF, ya se habia
observado en las BUVEC y en las mismas células de la vena umbilical obtenidas
del humano (HUVEC) (Gonzalez et al., 2004). Nuestros hallazgos vuelven este
efecto general a otros endotelios de la macrocirculacion (aorta) y de la
microcirculacion (capilares de la retina). La concentracion de PRL-16K capaz de
inhibir el 50% de la estimulacién en respuesta al VEGF fue similar en BUVEC y en
CERR (2.4+0.31 nM y 2.8+0.23 nM, respectivamente), mientras que en las BAEC
todas las dosis de PRL-16K inhibieron totalmente el efecto del VEGF.
Desconocemos cual es la razodn de esta potencia “aparentemente” mayor de la
PRL-16K en las BAEC, pero no creemos que refleje una diferencia real. Mientras
que para las BUVEC y las CERR utilizamos la misma preparacién estandar de
PRL-16K, en las BAEC utilizamos PRL-16K proveniente de otro lote de
aislamiento, cuya concentracion posiblemente habia sido subvaluada. En apoyo a
esta posibilidad, recientemente observamos que la preparacion de PRL-16K

empleada en las BUVEC y en las CERR tuvo un efecto similar en las BAEC.

Alternativamente, las BAEC podrian representar un tipo celular mas
sensible al efecto inhibitorio de la PRL-16K. En apoyo a esta posibilidad la PRL-
16K inhibié la produccién de NO en respuesta a BK con una potencia mayor
(p<0.05) en las BAEC que en las BUVEC y las CERR (1.2+0.65 nM vs. 4.2+0.06 y
2.320.18 nM, respectivamente). Sin embargo, este no fue el caso para ACh, donde
la PRL-16K inhibi6 en forma dosis-dependiente su efecto estimulador de la
produccion de NO, con una potencia similar en los tres tipos de endotelio (ICso de
4.6+0.03, 3.2+0.34 y 3.7+0.22 nM, para las BAEC, las BUVEC y las CERR,

respectivamente). Cabe mencionar, que la potencia del efecto de las sustancias
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vasoactivas y de la inhibiciéon de la PRL-16K pueden variar en funcién del manejo
de los cultivos (numero de resiembras, lote del suero empleado para su
mantenimiento) y de las sustancias mismas (tiempo de almacenamiento, manejo
al momento del experimento, etc.). Si bien siempre se tratdé de mantener
constantes estos parametros, es frecuente observar variaciones en la actividad de

dos alicuotas diferentes del mismo lote de la sustancia respectiva.

Independientemente de la sustancia activadora, la PRL-16K inhibié su
efecto sobre la produccion de NO endotelial, con una concentracion I1Csy que
oscilé entre 1.2+0.65 y 4.6+0.03 nM. Esta concentracion es similar a la 1Csp (2-5
nM) reportada para el efecto inhibitorio de la PRL-16K sobre la proliferacién de
células endoteliales inducida por VEGF (Clapp et al., 1993; Clapp & Weiner 1992).
Ahora bien, el hecho de que la PRL-16K inhiba el efecto de importantes factores
vasorelajadores (ACh y BK) sobre la produccion de NO es consistente con la
observacion de que la PRL-16K inhibe el efecto vasorelajador de ambas
sustancias en segmentos aislados de aorta de rata y en vasos coronarios de
corazones aislados de rata y cobayo (Gonzélez et al., 2004). Consistentemente,
las dosis de PRL-16K activas para inhibir la vasorelajacion (10 nM) son similares a

las observadas en este estudio para inhibir la produccion de NO endotelial.

Las acciones directas de la PRL-16K sobre el endotelio vascular han sido
bien documentadas; sin embargo, existe controversia acerca de si la PRL tiene
efectos sobre las células endoteliales. La PRL no modifica la proliferacion, la
produccion de proteasas, ni la apoptosis de células endoteliales (Corbacho et al.,
2002). Ademas, en la mayoria de los reportes no se ha logrado detectar al
receptor de PRL en el endotelio vascular, a excepcion de un estudio en células
endoteliales de la arteria pulmonar donde la presencia del receptor de PRL se
asoci6 con efectos de la hormona sobre la organizacidn del citoesqueleto (Merkle
et al., 2000). Por otra parte, existen reportes que sugieren que la PRL puede
disminuir la presién arterial y regular el volumen sanguineo durante la lactancia
(Hanwell & Linzell 1973).
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En apoyo a que las células endoteliales no parecen ser blanco de la PRL,
en este trabajo encontramos que la PRL no inhibe la activacién de eNOS inducida
por VEGF, ACh y BK. Sin embargo, cabe mencionar que en algunos casos la PRL
estimulé ligeramente la produccion de NO estimulada por las tres sustancias
vasoactivas y que en ocasiones la estimulacion fue estadisticamente significativa.
Sin embargo, la estimulacion no fue general a todos los lechos vasculares ni se
asoci6é con una sustancia (VEGF, ACh o BK) particular, y podria ser que el efecto
de PRL no sea especifico. En el laboratorio no hemos podido detectar en forma
reproducible la expresion del receptor de PRL en los tres tipos de endotelio. Por
otra parte, las variaciones e inconsistencia del efecto estimulador de la PRL
podrian reflejar una accion indirecta de esta hormona capaz de potenciar el efecto
estimulatorio de alguna citocina producida por los cultivos endoteliales. Por
ejemplo, se sabe que la PRL por si misma no es capaz de estimular la
proliferacion de linfocitos T en cultivo, pero si de potenciar la accion mitogénica de
la interleucina-2 (Viselli et al., 1991), y que esta accién se debe a que la PRL
estimula la expresion de los receptores a dicha citocina (Viselli et al., 1991).
También seria posible que alguna citocina producida por el endotelio fuera capaz
de estimular la expresion del receptor de PRL permitiendo la estimulacién del NO
endotelial por PRL. Al respecto, sabemos que las citocinas proinflamatorias I1L-1p,
INF-y y TNF-a estimulan la expresion del receptor de PRL en fibroblastos de

pulmén (Corbacho et al., 2000b), un tipo celular que normalmente no lo expresa.

Si la PRL es capaz de estimular la produccién de NO endotelial, esta accion
podria haber sido subestimada en presencia de estimuladores de NO. Sin
embargo, nuestros resultados mostraron que la PRL no fue capaz de estimular la
produccion basal de NO en las células BAEC, donde el efecto estimulador de la
PRL habia sido muy aparente. Estamos llevando a cabo experimentos en los que
investigamos si algunas sustancias vasoactivas y citocinas podrian inducir la

expresion del receptor de PRL en los distintos tipos de endotelio.



La inhibicion de NO endotelial por PRL-16K muy probablemente involucra el
bloqueo de la activacion de eNOS. Esta enzima media los efectos de VEGF, ACh
y BK (Ashrafpour et al., 2004; Fukumura et al., 2001; Kamei et al., 2000; Palmer et
al., 1987; Venema, 2002; Wu, 2002). Ademas eNOS es constitutiva, y el efecto de
la PRL-16K ocurre en una hora, un tiempo corto para esperar la transcripciéon y
traduccion de iNOS (Geller & Billiar 1998). Al respecto, nuestros resultados
preliminares han mostrado que después de una hora de tratamiento con la PRL-
16K se observa no una inhibicién, sino una estimulacién de la expresion del RNA
mensajero de INOS (Garcia y Clapp, resultados no publicados). Estamos en
proceso de corroborar estos resultados y extenderlos en el tiempo, ya que abren la
posibilidad de que a tiempos prolongados la PRL-16K estimule la produccion de
NO endotelial debida a iINOS. Dado que iINOS puede estimular la apoptosis del
endotelio (Sennlaub et al., 2001; Sagoo et al., 2004), esta accién podria mediar los
efectos proapoptoéticos de la PRL-16K sobre el endotelio vascular que tienen lugar
a tiempos prolongados (48 h) (Martini et al.,, 2000). En apoyo a que el efecto
inhibitorio sobre NO endotelial observado al cabo de una hora se debe a que la
PRL-16K bloquea la activacién de eNOS, en el laboratorio se observdé que la
inhibicion de la produccién de NO se bloquea en presencia de EGTA, un quelante
de calcio (Gonzalez et al., 2004). Como eNOS, y no iNOS, es dependiente de
calcio, esta observacion indica que la eNOS es el blanco de la accion de la PRL-
16K. Por otra parte, en la interferencia con la actividad de eNOS no parece
contribuir una disminucion en la sintesis de la enzima, pues resultados
preliminares indican que no hay cambio en la expresion de eNOS al cabo de una
hora de tratamiento con VEGF en presencia o ausencia de PRL-16K (Garcia y

Clapp, resultados no mostrados).

La ausencia de inhibicion de la produccién de NO endotelial en respuesta a
PRL, es consistente con el hecho de que los efectos de la PRL-16K son mediados
por un receptor de superficie diferente a los conocidos para PRL (Clapp & Weiner
1992). El receptor para PRL-16K aun no ha sido identificado y es poco lo que se

conoce acerca de las vias de segundos mensajeros activadas por éste. Los
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hallazgos de este trabajo indican que eNOS es parte de dicha via de sefializacién.
De hecho, la gran versatilidad funcional del NO, sugiere que su inhibicién por PRL-
16K sea parte del mecanismo de los diversos efectos antiangiogénicos y
vasoconstrictores de este fragmento de PRL. Por ejemplo, usando
DETANONOatos, que son donadores de NO, se bloquea el efecto inhibitorio de la
PRL-16K sobre la proliferaciéon de las células endoteliales inducida por VEGF
(Gonzalez et al., 2004). Por otra parte, la activacion de eNOS media la migracion
de las células endoteliales y la permeabilidad vascular estimulada por el VEGF
(Fukumura et al., 2001; Shizukuda et al., 1999), asi como efectos de supervivencia
e inhibicién de la apoptosis (Kimura & Esumi 2003). Como ya se menciond, la
PRL-16K promueve la apoptosis de las células endoteliales (Martini et al., 2000), y
ademas regula la expresion del factor inhibidor del plasminégeno-1 (Lee et al.,
1998), un inhibidor especifico de la urocinasa capaz de activar las proteasas

involucradas en la migracion de las células endoteliales.

La ACh, la BK y el VEGF ejercen sus efectos vasodilatadores via la
activacién de eNOS y esta accién puede causar hipotensiéon (Ashrafpour et al.,
2004; Kamei et al., 2000; Palmer et al., 1987; Venema, 2002; Wu, 2002). De
hecho, el raton “knockout” de eNOS presenta hipertension y carece de
vasodilatacion mediada por el endotelio (Huang et al., 1995; Steudel et al., 1997).
En un estudio reciente, se mostré que la PRL-16K inhibe la relajacion de vasos
coronarios y de segmentos de aorta en respuesta a ACh y a BK, respectivamente
(Gonzalez et al., 2004). De acuerdo a los resultados del presente estudio, esta
accién podria involucrar la inhibicibn de la activacion de eNOS por estas
sustancias vasoactivas. De hecho, la PRL-16K no inhibe el efecto relajante del
donador de NO, nitroprusiato de sodio sobre los segmentos de aorta, indicando
que este efecto es dependiente de endotelio, es decir de NO endotelial (Gonzalez
et al., 2004). De esta forma, la inhibicion sobre eNOS no so6lo refuerza las
implicaciones de la PRL-16K en el control de la angiogénesis, sino abre a la
fisiologia cardiovascular como un nuevo campo de accion para este fragmento

hormonal.
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Las implicaciones fisiologicas de estas acciones se apoyan en la presencia
endégena de PRL-16K. Este fragmento puede ser generado a partir de PRL en la
glandula pituitaria (Sinha, 1995; Torner et al., 1995) y en tejidos periféricos
incluyendo las células endoteliales (Corbacho et al., 2000a) y los fibroblastos
(Corbacho et al., 2000b); ademas, se ha detectado PRL-16K en la circulacion
(Corbacho et al., 2000a; Sinha et al., 1985; Sinha, 1995; Torner et al., 1995).

Si bien es cierto que se conoce muy poco acerca de la generacién de PRL-
16K y su participacion en las diferentes condiciones relacionadas con la
angiogénesis y la inflamacion, evidencias recientes indican que la generacién de
PRL-16K mediante la accion proteolitica de la catepsina D, puede ser inhibida por
la hipoxia en células tumorales de la hipdfisis, resultando en una menor conversion
de PRL a PRL-16K (Cosio et al., 2003). Ademas, recientemente se ha reportado la
produccion de PRL-16K en el ojo de pacientes con retinopatia del prematuro, asi
como su papel pro-apoptoético sobre las células endoteliales, que posiblemente
contribuye a la regresion vascular de los nuevos vasos que se formaron en el
desarrollo de este padecimiento neovascular (Duenas et al., 2004). Finalmente, en
un estudio mas reciente se observo que el bloqueo de la expresion de PRL en la
retina mediante la inyeccion intravitreal de RNA de interferencia produce una
vasodilatacion de los vasos retinianos (Aranda et al., 2005) que es comparable a
la inducida por la sobre-expresién de VEGF en la retina (Rakoczy et al., 2003). Por
lo tanto, se propuso que prolactinas intraoculares promueven la vasoconstriccion
de los vasos retinianos. Dado que la PRL-16K esta presente en la retina (Aranda
et al., 2005), esta accion probablemente se debe al efecto inhibidor de la

activacion de eNOS demostrado en el presente trabajo.

En conclusion, en este trabajo se muestra que la PRL-16K, pero no la PRL,
inhibe la produccion de NO por diferentes lechos vasculares en respuesta a
importantes factores angiogénicos y vasorelajadores. Dadas las acciones

fisioloégicas del NO, este hallazgo permite reforzar la participacion de la PRL-16K
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en el control de la angiogénesis y extender su influencia sobre la fisiologia

cardiovascular en general.
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