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i. Abstract  
 
Purpose: Disruption of the anti-angiogenic environment of the retina can lead to 

aberrant neovascularization, the major cause of blindness throughout the world. 

The hormone prolactin (PRL) is proteolitically processed to vasoinhibins, a family 

of peptides with anti-angiogenic and vasoconstrictive actions. Inhibition of 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS) may mediate the properties of 

vasoinhibins. This work was conducted to determine if vasoinhibins are produced 

in the retina and contribute to the local inhibition of angiogenesis and vasodilation. 

In addition, exogenous vasoinhibins were tested for inhibition of vascular 

endothelial growth factor (VEGF)-induced permeability and dilation of retinal blood 

vessels.  

Methods: Expression of PRL mRNA in rat retinas was determined by RT-PCR and 

in situ hybridization. PRL and vasoinhibins were evaluated in retinal homogenates 

by western blots. The proteases responsible for the intraocular generation of 

vasoinhibins were explored by analyzing the proteolysis of PRL injected into the 

vitreous humor in the presence or absence of inhibitors of matrix 

metalloproteinases (MMPs). The role of endogenous vasoinhibins was studied by 

evaluating the effect of the intravitreal injection of neutralizing antibodies, or small 

interfering RNAs, targeting PRL followed by the histological quantitation of blood 

vessel number, area and diameter. The effect of exogenous vasoinhibins was 

investigated after their intravitreal injection with or without VEGF on the dilation and 

permeability of blood vessels by histology, or by the Evans Blue quantitative assay. 

Finally, the effect of vasoinhibins on the VEGF-induced activation of retinal nitric 

oxide synthase was evaluated by the [3H] L-citrulline method. 

Results: Rat retina expressed PRL mRNA in the outer nuclear layer, the outer 

plexiform layer, the inner nuclear layer and the ganglion cell layer. Both full-length 

PRL and a 16 kDa vasoinhibin were detected in retinal homogenates using both 

polyclonal and monoclonal antibodies. The intravitreal injection of antibodies able 

to neutralize the actions of vasoinhibins increased the number of retinal blood 

vessels and capillary area three-fold. Furthermore, siRNA-mediated inhibition of 



PRL mRNA increased retinal neovascularization three-fold and resulted in a 

significant increase in vasodilation. MMPs inhibitors prevented the generation of 

vasoinhibins from prolactin, suggesting that MMPs are the active PRL-cleaving 

enzymes. The intravitreal injection of VEGF results in significant increases in 

vasodilation, vasopermeability, and nitric oxide synthase activity, effects that are 

blocked by vasoinhibins. 

Conclusions: These results demonstrate that PRL is synthesized and cleaved to 

vasoinhibins by retinal tissue, and plays a key role in preventing angiogenesis, 

vasodilation and vasopermeability in the healthy retina. Furthermore, vasoinhibins 

may help control VEGF-mediated vasoproliferative retinopathies.   



Resumen 
Objetivo: La sobreproducción de vasos sanguíneos (angiogénesis) en la retina es 

la primera causa de ceguera en el mundo, y se presenta como consecuencia de la 

pérdida del ambiente predominantemente antiangiogénico característico de la 

retina normal. La familia de las prolactinas (PRL), hormonas originalmente 

asociadas con la secreción láctea, incluye a las denominadas vasoinhibinas, que 

corresponden a fragmentos amino-terminales de la PRL con potente actividad 

antiangiogénica y vasoconstrictora mediada a través de la inhibición de la sintasa 

endotelial de óxido nítrico.  En el presente trabajo se examinó la producción de las 

vasoinhibinas en la retina, y su contribución al mantenimiento del ambiente 

antiangiogénico local. Además, se analizó el posible potencial terapéutico de las 

vasoinhibinas exógenas a través de investigar su efecto sobre la vasodilatación y 

la vasopermeabilidad inducidas por la administración intravitreal del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF). 

Métodos: La expresión del ARN mensajero de PRL en la retina de la rata se 

determinó mediante RT-PCR e hibridación in situ. La PRL y las vasoinhibinas se 

detectaron en extractos de retina por Western blot. El papel funcional de la PRL y 

de las vasoinhibinas endógenas se analizó mediante la inyección intravitreal, ya 

sea de anticuerpos anti-PRL capaces de inactivar a las PRLs locales, o bien de 

ARN de interferencia (ARNi) diseñados para eliminar la expresión del ARN 

mensajero de PRL en la retina. Las vasoinhibinas exógenas se inyectaron 

intravitrealmente solas o en combinación con VEGF. Se evaluó el número y 

diámetro de los vasos sanguíneos en montajes planos de retina teñidos para la 

vasculatura. La permeabilidad vascular fue evaluada a través de cuantificar la 

extravasación de eritrocitos y el método cuantitativo del azul de Evans. La 

actividad de la sintasa de óxido nítrico endotelial fue analizada mediante el método 

de la citrulina tritiada.  

Resultados: El ARN mensajero de PRL se expresa a través de la retina de la rata 

en la capa nuclear externa, capa plexiforme externa, la capa nuclear interna y la 

capa de las células ganglionares. Anticuerpos anti-PRL, policlonales y 

monoclonales, detectaron a la PRL y a las vasoinhibinas en la retina. La inyección 



intravitreal de anticuerpos capaces de neutralizar a las vasoinhibinas, estimularon 

significativamente el área capilar y el número de vasos sanguíneos retinianos. 

Además, la inhibición del ARN mensajero de PRL por la inyección de ARNi 

aumentó significativamente la neovascularización y la vasodilatación retinal. Las 

vasoinhibinas exógenas bloquearon el efecto vasodilatador y promotor de la 

vasopermeabilidad inducido por la administración de VEGF en la retina. 

Conclusiones: Los resultados obtenidos sugieren que las vasoinhibinas son 

inhibidores locales de la angiogénesis, la vasodilatación y la vasopermeabilidad en 

la retina normal. Además, apoyan el potencial terapéutico de las vasoinhibinas al 

mostrar su capacidad de bloquear los efectos vasculares del VEGF, el principal 

promotor de las alteraciones vasculares características de las retinopatías 

vasoproliferativas, como la diabética.  

ii. INTRODUCCION 

 
 El establecimiento de la red vascular es un proceso exquisitamente 

regulado que es dependiente de dos procesos que actúan sucesivamente (1). El 

primero de ellos es la vasculogénesis que consiste en la formación de novo de los 

vasos sanguíneos a partir de células precursoras llamadas hemangioblastos (1). 

La red vascular primitiva establecida por la vasculogénesis es expandida gracias 

al segundo proceso o angiogénesis que se define como  la formación de nuevos 

vasos sanguíneos a partir de aquellos previamente existentes (2).  

Si bien la angiogénesis es esencial para el crecimiento y diferenciación de 

los tejidos durante el desarrollo, en el organismo adulto este proceso se limita a 

eventos asociados a la reproducción y la reparación tisular. Esto se debe al 

equilibrio a favor de los factores inhibitorios por sobre los estimulatorios de la 

angiogénesis, que en la vida adulta mantiene en reposo al endotelio vascular (3). 

La alteración de este balance contribuye de manera decisiva a la proliferación de 

vasos sanguíneos en diversas patologías como el cáncer, la artritis reumatoide y 

las retinopatías vasoproliferativas (3). Dentro de este último grupo, destaca la 

retinopatía diabética (RD) que es la principal causa de ceguera a nivel mundial (4, 

5). Este padecimiento se caracteriza por alteraciones vasculares inducidas por la 



hiperglucemia crónica y que incluyen la  vasodilatación de los capilares retinianos, 

el engrosamiento de su membrana basal, la pérdida de células murales (pericitos), 

la presencia de microaneurismas y el crecimiento aberrante de neovasos 

retinianos hacia el humor vítreo. Estos vasos pueden ejercer tracción sobre la 

retina conduciendo a su desprendimiento y a la ceguera.  

El propósito de este trabajo fue investigar el posible papel de las 

vasoinhibinas (Vi) – una familia de inhibidores de la angiogénesis derivados de la 

hormona prolactina (PRL)- en la regulación fisiológica de la angiogénesis retiniana, 

con miras a su posible aplicación terapéutica.    

 

1) Angiogénesis. 

 

 El plexo vascular primario que es establecido en las etapas más tempranas 

del desarrollo es expandido y remodelado por la angiogénesis hacia un sistema 

vascular maduro altamente estereotipado y jerarquizado en el cual los vasos  

mayores se ramifican progresivamente hasta formar los vasos sanguíneos mas 

finos o capilares (Figura 1) (6).  

 

 
 

Figura 1. Dibujo por M. Malphighi (1661) mostrando la red vascular y su 
ramificación progresiva en un embrión de pollo [1]. 



Durante el desarrollo post-natal la angiogénesis determina el crecimiento de 

los órganos, pero al llegar a la madurez  su frecuencia disminuye. Se ha reportado 

que en la aorta de la rata neo-natal la proporción de células endoteliales en 

proliferación es del 13% mientras que en el adulto es apenas del 0.1% (7). Estos 

datos sugieren que en la madurez el endotelio se encuentra en reposo y la red 

vascular se renueva lentamente. Sin embargo, procesos fisiológicos como el 

remodelado muscular después del ejercicio, el crecimiento de la glándula mamaria 

y de la placenta durante el embarazo, y la cicatrización a consecuencia de 

lesiones o fracturas son mediados por una proliferación acelerada  del endotelio. 

Se ha propuesto que el estado de reposo del endotelio es consecuencia del 

predominio de la acción de factores inhibidores sobre los estimuladores de la 

angiogénesis (3).  

La angiogénesis es un proceso complejo caracterizado por una secuencia 

de eventos que están coordinados tanto espacial como temporalmente (3). Así, 

inicialmente tiene lugar la dilatación de los vasos existentes acompañada por un 

incremento en la permeabilidad vascular mediada por  la apertura de las uniones 

endoteliales. Subsecuentemente, la producción local de proteasas trae consigo  la 

degradación de la matriz extracelular del capilar, permitiendo que las células 

endoteliales activadas proliferen y migren formando vasos inmaduros. Estos vasos 

sintetizan y deponen una nueva membrana basal, completando su maduración al 

reclutar células murales llamadas pericitos. Como es de esperarse los eventos 

asociados a la angiogénesis son dependientes de diversos factores de 

crecimiento, proteasas y moléculas de adhesión. A continuación se describen 

algunos de los factores angiogénicos más importantes.  

 

a) Factor de crecimiento del endotelio vascular.  
 En 1996, se reportó que en el ratón, la inactivación de solo un alelo del 

factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF, producía diversas anomalías 

en el desarrollo y defectos severos en la vascularización, resultando en la muerte 

de las crías entre el día 11 o 12 del desarrollo embrionario (8). Más aún, en 

animales recién nacidos en los que se inactivó parcialmente el gen de VEGF se 



observaron defectos severos en la vascularización del riñón y una reducción 

considerable tanto en la talla corporal como en la esperanza de vida (9). Estos y 

otros experimentos mostraron que el VEGF es esencial para la angiogénesis y la 

vasculogénesis.  La expresión del  ARNm de VEGF es  inducida por una baja 

tensión de O2 (hipoxia) tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (4, 10). 

El mediador clave de las respuestas ante la hipoxia es el factor inducible por 

hipoxia-1 (HIF-1), que a su vez es regulado por el producto del gen supresor de 

tumores von Hippel-Lindau (VHL). En condiciones de normoxia VHL marca 

mediante poli-ubiquitinación a HIF-1 para ser degradado en el proteosoma. Sin 

embargo, cuando se presentan condiciones de hipoxia, VHL es inactivado 

permitiendo la acción de HIF-1, y en consecuencia la expresión del VEGF (11).  La 

supresión patológica de VHL conduce a la formación de hemangioblastomas en la 

retina y el cerebelo, característicos de la enfermedad de von Hippel-Lindau (12, 

13).  

Los efectos del VEGF son mediados a través de dos receptores 

membranales (figura 2) llamados VEGFR-1 (ó Flt-1) y VEGFR-2 (Flk-1) (14) . Los 

efectos mediados por VEGFR-1 son controversiales. Varios trabajos sugieren que 

este receptor actúa como un “señuelo” capaz de unirse al VEGF, pero que no 

inicia la transducción de señales necesaria para establecer la angiogénesis (15). 

Otros trabajos sugieren que la unión del VEGF a este receptor si resulta en 

acciones sobre la angiogénesis a través de inducir la activación de la 

metaloproteasa de matriz (MMP) 9 (16) y del activador del plasminógeno tipo 

urocinasa (uPA) (17), dos proteasas que están estrechamente asociadas a la 

migración celular (18). En cuanto al VEGFR-2, se ha demostrado que su 

dimerización seguida de su  autofosforilación por la unión al VEGF induce la 

proliferación del endotelio, así como su migración y sobrevivencia (9, 14, 19). Más 

aún, la activación de este receptor se ha asociado a las etapas iniciales de la 

angiogénesis incluyendo el aumento del diámetro capilar (20, 21) y de la 

vasopermeabilidad (22).  
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Figura 2.  La unión del VEGF a su receptor tipo 1 (VEGFR-1) no tiene efectos 
directos sobre la angiogénesis por lo que se ha propuesto que actúa como un 
“señuelo” que secuestra al VEGF inhibiendo su actividad. Se propone que los 
efectos angiogénicos de esta molécula son mediados por VEGFR-2 cuya 
activación se ha asociado a la proliferación, migración y sobrevivencia del 
endotelio, así como a incrementos en la vasopermeabilidad y el diámetro 
capilar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El efecto del VEGF sobre la permeabilidad es 50,000 veces más potente 

que el de la histamina (23). Este factor de crecimiento no solo promueve la 

formación de fenestraciones que permiten la salida de solutos pequeños del vaso 

sanguíneo, sino también la aparición de organelos vesiculo-vacuolares a través de 

los cuales se establece la difusión de proteínas (19, 22, 23).  A largo plazo el 

VEGF puede debilitar las uniones adherentes entre las células endoteliales 

mediante acciones sobre moléculas de adhesión como las cadherinas y las 

ocludinas (19, 22, 23). Bajo estas condiciones, células como los eritrocitos y 

diversas macro-moléculas pueden extravasarse. El trabajo de Kevil y 

colaboradores ha mostrado que el VEGF induce cambios en la localización de 

moléculas de adhesión que regulan la permeabilidad en las células endoteliales 

(24). Una dosis 660 pM incrementó 3.4 veces el flujo de 14C-albúmina en cultivos 



de células endoteliales. Estos cambios se asociaron con la re-localización hacia el 

citoplasma de las cadherinas y las ocludinas conduciendo a la formación de poros 

y brechas entre las células endoteliales. Los inhibidores farmacológicos Gö6976 y 

wortmannina no tuvieron efecto alguno sobre los cambios inducidos sobre la 

permeabilidad vascular inducidos por el VEGF, descartando que estos dependan  

de las vías de proteína cinasa C (PKC) y fosfatidilinosiltol-3-cinasa (PI3K) (24). Sin 

embargo inhibidores específicos de la vía de las cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) como AG126 y PD98059, bloquearon con una alta eficiencia los efectos 

del VEGF sobre la re-localización de las cadherinas. Los complejos de cadherina-

cateninas pueden interactuar físicamente con los receptores de diversos factores 

de crecimiento, incluyendo VEGFR-2. Se ha demostrado que la expresión de VE-

cadherina en cultivos confluentes de células endoteliales atenúa los efectos 

proliferativos del VEGF a través de reducir la fosforilación de VEGFR-2 (25, 26). 

Este efecto puede deberse a la acción de fosfatasas vecinas al complejo 

cadherina- VEGFR-2. Finalmente, en células endoteliales en las que no se 

expresa la β-catenina no existe la inhibición por contacto, por lo que siguen 

respondiendo a los efectos del VEGF (25).  

Por otra parte, la deleción de la sintetasa endotelial de óxido nítrico (eNOS) 

bloquea los efectos del VEGF sobre vasopermeabilidad (27, 28), sugiriendo que 

este efecto es dependientes de la producción de óxido nítrico (NO) (27-30). De 

hecho, la unión del VEGF a su receptor VEGFR-2 induce la producción de NO de 

manera casi inmediata, y el NO producido por eNOS media los efectos de VEGF 

sobre la proliferación del endotelio. Inhibidores de amplio espectro de las sintasas 

de óxido nítrico (NOS) bloquean los efectos mitogénicos del VEGF tanto in vivo  

como in vitro (27, 28, 31, 32). Además, el NO esta asociado de manera 

determinante a los efectos hemodinámicos del VEGF. La inserción de implantes 

conteniendo VEGF en animales inmunosuprimidos produce vasodilatación y 

mantiene el flujo sanguíneo en los neovasos. Estos efectos no se observaron en 

animales eNOS-/- (33).  

Además, la unión del VEGF a su receptor activa la vía de señalización de 

PI3K/Akt (19). Akt, también conocido como proteína cinasa B (PKB) controla 



funciones celulares esenciales que incluyen a la proliferación, la apoptosis, el 

metabolismo y la transcripción génica. Ensayos de incorporación de timidina 

tritiada en células endoteliales mostraron que la expresión normal de Akt aumenta 

tres veces la proliferación celular, comparado con células en las que se suprimió la 

expresión de Akt (Akt -/-); además, en estas mismas células Akt-/- se observó una 

reducción significativa de la migración celular en respuesta a moléculas 

angiogénicas. Finalmente, la señalización de Akt inducida por VEGF en el 

endotelio inactiva diversos factores pro-apoptóticos como BAD, la pro-caspasa 9 y 

forkhead (FKHR) (34); y Akt también puede estimular la expresión de genes 

inhibidores de la apoptosis  como son la proteína de unión al elemento de 

respuesta del AMP cíclico (CREB) y el complejo de la cinasa I-kappa B  (IKK) (35). 

Estos reportes demuestran que el VEGF puede actuar como un factor de 

sobrevivencia en el endotelio.  

 b) Factor de crecimiento de fibroblastos. 
Los efectos pro-angiogénicos del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 

son mediados a través de su unión a receptores específicos (FGFR), o bien, a 

moléculas proteínas membranales como  las integrinas (36).   El FGF induce la 

auto-fosforilación de su receptor, activando a las MAPK (37) y a PKC, 

promoviendo la proliferación del endotelio (38, 39) y la quimiotaxis del endotelio 

(40). Estos efectos también se han asociado a la activación de proteasas como el 

activador de plasminógeno tipo urocinasa (uPA (41) y las MMPs (42). La adición 

de FGF a células endoteliales cultivadas en geles de colágena tipo I promueve la 

formación de estructuras tridimensionales semejantes a capilares. Este evento es 

dependiente de la activación de la proteína cinasa  p38 (43).  

 El FGF puede alterar la expresión de las integrinas αvβ3  (44) y de las 

cadherinas (45). Una exposición breve a FGF altera las uniones célula-célula en el 

endotelio y a largo plazo promueve la redistribución del antígeno membranal CD-

31. Estos resultados han conducido a la propuesta de que el FGF puede participar 

en la migración del endotelio que es requerida  para la angiogénesis (46). 



c) Proteasas 
La  degradación de la matriz extracelular por diversas proteasas regula la 

disponibilidad de diversos factores de crecimiento y citocinas pro-angiogénicas 

(10). Por sus características estas proteasas se clasifican en MMPs, catepsinas y 

proteasas de serina. Las MMP son endopeptidasas dependientes de zinc que de 

acuerdo a su localización se subdividen en dos familias: MMP solubles y aquellas 

que están asociadas a la membrana celular (MT-MMP) (47). Las primeras son 

activadas en el ambiente extracelular, mientras que las MT-MMP son activadas 

intracelularmente por enzimas como la furina. Ambos tipos de MMP son regulados 

por los inhibidores tisulares de las MMP o TIMPs (47).  

En la familia de las proteasas de serina, el uPA y la plasmina han sido 

involucrados en la proliferación e invasión endotelial (48, 49). Tanto el receptor de 

uPA (uPAR) como la MT1-MMP participan en la formación de complejos 

extracelulares en los lamelipodios y las adhesiones focales de las células en 

migración mediando una proteolisis controlada, de tal suerte que se mantiene un 

soporte suficiente para que las células puedan establecer la angiogénesis (50), ya 

que una degradación excesiva puede impedir interacciones indispensables entre 

la célula y la matriz extracelular deteniendo el proceso. Enfermedades 

devastadoras como el cáncer y la artritis se caracterizan por la degradación de la 

matriz extracelular tanto en las etapas tempranas de la enfermedad como en fases 

de crecimiento invasivo (3, 51).  

Las proteasas de cisteína o catepsinas son producidas como cimógenos 

inactivos que dependen del procesamiento proteolítico del extremo amino-terminal 

de la molécula para su activación (52). Sus efectos son regulados por las 

cistatinas las cuales pueden actuar intracelularmente (estefinas) o 

extracelularmente (cininogénos y cistatinas). Aunque estas proteasas son 

conocidas como mediadores de la inactivación proteíca en lisosomas, datos 

recientes indican que participan activamente en otras funciones específicas como 

la remodelación del hueso y de la matriz extracelular, en el procesamiento de 

antígenos por células T, en la apoptosis y en el crecimiento tumoral.  La actividad 

de las catepsinas es dependiente de la acidez del pH ambiental, característico de 



las vesículas endosomales y los lisosomas. Sin embargo las catepsinas B, K y L 

son exportadas al exterior o a la membrana celular, y contribuyen a la 

angiogénesis y al reclutamiento de células progenitoras endoteliales (52). Se ha 

reportado que la catepsina K está asociada con bombas de protones presentes en 

la membrana celular las cuales pueden facilitar la acidificación pericelular del 

ambiente extracelular permitiendo la actividad de estas proteasas (52).  

d) Moléculas de Adhesión 
La angiogénesis depende de la interacción entre las células vasculares. 

Durante este proceso el endotelio expresa numerosas moléculas de adhesión 

como el factor de Von Willebrand (también conocido como factor VIII) y la 

fibronectina. En células endoteliales humanas en cultivo el VEGF promueve la 

activación de integrinas. Estas moléculas son receptores membranales que actúan 

como sitios de unión específicos para las moléculas de adhesión, conectado la 

matriz extracelular  con el citoesqueleto. Las integrinas están formadas por una 

cadena de glicoproteína α y una cadena β. Al proliferar, las células endoteliales 

expresan diversas integrinas, en especial a αvβ3. Los niveles de expresión de esta 

integrina se cuadruplican durante la angiogénesis de la membrana corioalantoidea 

del pollo (53). Estas observaciones han establecido a la integrina αvβ3 como un 

importante marcador angiogénico (54, 55). En apoyo a esta observación, se ha 

demostrado que la inhibición de  αvβ3 con anticuerpos específicos, reduce 

significativamente la angiogénesis inducida por FGF en la membrana 

corioalantoidea del pollo (56, 57). 

La adición de VEGF o FGF a células endoteliales cultivadas en geles 

tridimensionales de colágena I induce la formación de estructuras tubulares 

semejantes a capilares. El uso de péptidos cíclicos dirigidos específicamente 

contra las integrinas αvβ3 y αvβ5 inhibe la formación de las estructuras tubulares en 

el ensayo descrito (58). Finalmente, en algunos modelos la inhibición de las 

integrinas bloquea la activación de la vía de PI3K/Akt resultando en la apoptosis 

del endotelio (59), y estudios recientes han analizado el uso de la tecnología de 

interferencia de ARN (ARNi) para reducir la expresión de las integrinas en 

enfermedades como el cáncer  (58, 60, 61).  



 

 

2) Factores antiangiogénicos 

La contraparte fisiológica de los factores pro-angiogénicos, son aquellas 

moléculas con efectos inhibitorios sobre la proliferación de la vasculatura (3, 10, 

62). A finales de los años 70, el grupo del Dr. Judah Folkman reportó la existencia 

de inhibidores endógenos de la angiogénesis (3, 62, 63). Se ha propuesto que la 

avascularidad de diversos tejidos como el cartílago y la córnea se debe a un 

predominio local de los factores inhibidores de la angiogénesis. Siguiendo este 

razonamiento,  la búsqueda de estas moléculas se concentró en tejidos 

avasculares. Los factores anti-angiogénicos que se han identificado actúan sobre 

una o más de las distintas fases de la angiogénesis, y más del 50% de los 

inhibidores identificados son fragmentos peptídicos derivados del procesamiento 

proteolítico de proteínas mas grandes que por si mismas no tienen acciones sobre 

la angiogénesis (64).  

Entre los inhibidores endógenos de la angiogénesis se incluyen: 

a) La angiostatina,  

La angiostatina se deriva del procesamiento proteolítico del plasminógeno. En 

realidad, el término angiostatina se refiere a una familia de fragmentos derivados 

del plasminógeno que se caracterizan por contener motivos estructurales 

formados por cuatro triples hélices conocidos como kringle (65). La isoforma nativa 

de la angiostatina contiene los kringles 1 al 4 del plasminógeno, e inhibe el 

proceso de neovascularización impidiendo el crecimiento de tumores y la 

formación de metástasis (65). Además, la angiostatina inhibe de manera 

específica la proliferación e induce la apoptosis del endotelio (40). Los 

mecanismos que median las acciones de la angiostatina no han sido elucidados, 

sin embargo se ha propuesto que su unión a las cadenas α y β de la sintetasa de 

ATP resulta en un decremento de la proliferación y la migración celular (40). Otros 

estudios han mostrado que la angiostatina reduce la expresión del VEGF, y que 

puede bloquear los efectos de esta molécula sobre la vasopermeabilidad (66, 67). 



El plasminógeno contiene un quinto kringle que también posee efectos anti-

angiogénicos. De hecho, se ha reportado que el kringle 5 bloquea la proliferación 

del endotelio con mayor eficiencia que la angiostatina (65).  

 

b)  La endostatina 
El colágeno XVIII es uno de los principales componentes de la 

membrana basal de las células endoteliales. El procesamiento proteolítico del 

extremo C-terminal de esta molécula genera a la endostatina, un fragmento con 

actividades anti-angiogénicas tanto in vitro  como in vivo (68). El mecanismo por el 

que la endostatina ejerce sus efectos no ha sido descrito, sin embargo se ha 

reportado que es capaz de bloquear la señalización del VEGFR-2 (69). También 

se ha descrito que su unión a la integrina α5β1 bloquea la adhesión celular a la 

matriz y diversas vías de señalización teniendo como resultado la inhibición de la 

angiogénesis y la promoción de la apoptosis del endotelio (70, 71). En un estudio 

reciente, se ha presentado evidencia que sugiere que los efectos de la endostatina 

son mediados a través de la regulación de amplios conjuntos de genes que actúan 

en el endotelio. Brevemente, este trabajo muestra que la adición de endostatina a 

cultivos celulares resulta en una baja significativa en la expresión de genes pro-

angiogénicos como HIF-1 y las STAT, mientras que aumenta la expresión de 

inhibidores de la angiogénesis como la vasostatina y la trombospondina-1 (TSP-1) 

(72).  

A pesar de estos resultados, se ha encontrado que la inhibición de la 

expresión de colágeno XVIII y por lo tanto de endostatina en modelos animales o 

en condiciones patológicas en los humanos,  no resulta en un incremento aparente 

de la angiogénesis, sugiriendo que esta molécula no es indispensable para la 

regulación global de la vascularización (68). Además, datos obtenidos parecen 

sugerir que el requerimiento de endostatina es tejido-específico, particularmente 

en el ojo y el cerebro (73-76). Mutaciones que inhiben la expresión de la colágena 

XVIII resultan en una atenuación progresiva de la agudeza visual en ratones y 

humanos (76). La caracterización de los defectos oculares en los modelos 

animales en que se suprimió la expresión de colagéna XVIII reveló grandes 



similitudes con las características histopatológicas del  síndrome de Knobloch que 

se caracteriza por degeneración vitreo-retiniana y de la mácula, así como por 

miopía y desprendimiento de la retina (76, 77).  

 

c) Factor derivado del epitelio pigmentado 
El factor derivado del epitelio pigmentario o PEDF es un miembro inerte de 

la familia de inhibidores de proteasas de serina (78). Se cree que su inactividad 

sobre dichas proteasas se debe a cambios en la secuencia de su centro reactivo 

(79). El PEDF fue descrito por primera vez a finales de los años 80 en el medio 

condicionado de cultivos primarios de células epiteliales de la retina (80). 

Posteriormente fue detectado en la circulación, el cerebro, la médula espinal, el 

hígado y el corazón entre otros órganos (81). Si bien el PEDF es inactivo sobre las 

proteasas, se ha demostrado que posee efectos neurotróficos y neuroprotectores 

(78, 82, 83). Sin embargo,  son sus acciones sobre la angiogénesis las que más 

han atraído el interés de la comunidad científica. El PEDF es el inhibidor más 

potente de la angiogénesis que se ha descrito hasta el momento. Este factor es 

capaz de inhibir la migración de las células endoteliales, incluso en presencia de 

factores pro-angiogénicos como el VEGF y el FGF (81, 84). Posee efectos 

inhibitorios de la vasopermeabilidad (85) e induce la apoptosis de las células 

endoteliales a través de la vía Fas/FasL (86). Además, el trabajo de Cai y 

colaboradores sugiere que el PEDF puede alterar el equilibrio entre los 

reguladores de la angiogénesis a través de inactivar a los receptores del VEGF 

(84). El trabajo de otros grupos ha mostrado una disminución en la expresión y en 

los niveles de VEGF en presencia de PEDF (87). Una evidencia más de su acción 

como un inhibidor endógeno de la angiogénesis es que en modelos animales en 

los que se eliminó la expresión del PEDF se observó una mayor densidad vascular 

en diversos órganos, incluyendo el páncreas y la próstata (88). 

Los patrones de expresión del PEDF y el VEGF han sido ampliamente 

estudiados en el ojo. El equilibrio entre estas dos moléculas previene la 

neovascularización de la coroides que es característica de la degeneración 

macular asociada a la edad y de la retinopatía diabética (89, 90). Esta relación se 



ha descrito en otros tejidos como por ejemplo las placas de crecimiento de la 

epífisis ósea. En esta zona, la expresión de PEDF predomina en áreas 

avasculares mientras que el VEGF abunda en las zonas hipertróficas 

vascularizadas (91, 92). Niveles bajos de PEDF se han correlacionado con un 

incremento en las metástasis y un mal pronóstico en cáncer de próstata y 

pancreático, así como en neuroblastomas y gliomas (84, 88). Los efectos del 

PEDF en la inhibición de diversos tipos tumorales ponen de manifiesto la 

necesidad de descubrir y caracterizar otros inhibidores naturales de la 

angiogénesis. 

d) Vasoinhibinas 

Las vasoinhibinas (Vi) son una familia de fragmentos amino-terminales 

derivados del procesamiento proteolítico de la prolactina (PRL), el lactógeno 

placentario (LP) y la GH (93, 94) (tabla 1). Los fragmentos derivados de la PRL 

son los más ampliamente estudiados de la familia de las Vi. Estas moléculas 

poseen la capacidad de bloquear la vasodilatación y la angiogénesis y de 

promover la regresión vascular, propiedades que no comparten con las hormonas 

precursoras (95-98). El procesamiento proteolítico de la PRL humana por 

catepsina D produce cortes en las posiciones 132-133, 147-148 y 150-151 

generando Vi de 15, 16.8 y 17.2 kDa respectivamente (94). La proteólisis por 

acción de las  MMP-1, -2,-3, -8, -9 y –13 corta a la PRL entre los aminoácidos 156 

y 157 generando una Vi de 17 kDa que puede seguir siendo procesada por las 

MMP hasta Vi de 16 y 14kDa (95) (tabla 1).  

La estructura básica de las Vi es desconocida. La actividad anti-angiogénica 

se ha localizado en el extremo amino-terminal debido a que se ha reportado que 

fragmentos de tamaño similar pero conteniendo el extremo C-terminal de la 

hormona carecen de efectos sobre la angiogénesis (99). Recientemente, se ha 

encontrado que los fragmentos N-terminales de 16kDa de la PRL y la GH 

contienen en su estructura motivos estructurales conocidos como “péptidos 

oblicuos”, esto es, secuencias cortas de 14 aa caracterizados por  una distribución 

asimétrica de residuos hidrofóbicos que pudieran representar los sitios activos de 

las Vi (100). Utilizando tecnología de ADN recombinante, se ha encontrado que 



estas secuencias poseen efectos anti-angiogénicos tanto in vitro como in vivo, si 

bien sus efectos son significativamente menores que los de las Vi completas 

(100). Es interesante analizar la causa por la que las Vi poseen propiedades anti-

angiogénicas pero no las moléculas madre. Se ha propuesto que el procesamiento 

proteolítico de la PRL  remueve la cuarta α-hélice de la hormona madura, 

resultando en la exposición de residuos hidrofóbicos que de otra manera estarían 

ocultos y que pudieran constituir sitios de interacción con receptores específicos 

distintos a los de las hormonas precursoras (94) 

Las Vi poseen diversos efectos sobre la angiogénesis que resultan en la 

inhibición de este proceso. Se ha encontrado que estos fragmentos actúan in vivo 

e in vitro a través de bloquear la proliferación de las células endoteliales inducida 

tanto por FGF como por VEGF (97). Asimismo, las Vi pueden bloquear la 

vasodilatación inducida por el VEGF (98) y la activación de uPA inducida por el 

FGF (101). Es posible que este último efecto medie la habilidad de las Vi para 

bloquear la migración y adhesión endotelial responsable de la formación de 

estructuras tubulares en geles de colágena tipo I (96). Además, las Vi pueden 

actuar independientemente de los factores de crecimiento para inducir la apoptosis 

de las células endoteliales en cultivo (102). A pesar de los esfuerzos de varios 

grupos de investigación, no se ha identificado al receptor específico para la Vi. 

Clapp y Weiner (103) describieron un sitio de unión saturable de alta afinidad (Kd 

1-10nM) para la Vi de 16 kDa de la PRL en la membrana de células endoteliales, y 

mediante estudios de crosslinking identificaron estos sitios de unión como 

proteínas de 32 y 52 kDa.   

¿Qué moléculas median los efectos de las Vi? En el contexto de la 

proliferación celular, las Vi interfieren con la activación inducida por VEGF y FGF 

de las cinasas de proteína activadas por mitógeno (MAPK) (104) a nivel de Ras 

(105, 106), y esta interferencia conlleva a la inhibición de las ciclinas D1 y B1 y al  

bloqueo de la transición de G0-G1 y de G2-M del ciclo celular (107). Por otra parte, 

las Vi activan al factor nuclear kappaB (NFkB) a través de estimular la degradación 

del inhibidor citosólico IkB-α  (108), y esta activación conduce a la activación de 

las caspasas 8, 9 y 3 y con ello a la apoptosis del endotelio vascular (108). 



Además las Vi parecen estimular la conversión de Bcl-XL a su forma pro-

apóptotica Bcl-XS (109). Por lo que respecta a los mecanismos responsables de la 

migración y de la organización del endotelio vascular en estructuras capilares, se 

ha demostrado que las Vi pueden bloquear la actividad basal de uPA a través de 

inducir la expresión del inhibidor del activador de plasminogéno tipo I (PAI-1) 

(101). Finalmente, estudios recientes han demostrado que las Vi bloquean la 

activación de eNOS inducida por el VEGF (98). Como se describió anteriormente, 

la actividad de eNOS media los efectos mitogénicos, vasodilatadores y promotores 

de la vasopermeabilidad del VEGF. La adición de donadores de NO bloqueó los 

efectos inhibidores de las Vi sobre la proliferación endotelial y la dilatación de 

segmentos aislados de aorta y de vasos coronarios (98). Asimismo, se tiene 

evidencia de que las Vi interfieren con la activación de la eNOS a través de 

bloquear la movilización de Ca2+ intracelular (98).  

Aunque diversas proteasas pueden generar a las Vi in vitro (93, 94) poco se 

sabe sobre su formación in vivo. Hasta hace poco se creía que la catepsina D era 

la enzima que procesaba a la PRL hacia Vi (99, 110). Sin embargo, debido a que 

esta proteasa requiere de un pH ácido para actuar, su relevancia fisiológica fue 

cuestionada (99). Estudios recientes han mostrado que tanto MMPs exógenas 

como endógenas son capaces de procesar la PRL a Vi a un pH fisiológico, 

apoyando la generación de estos fragmentos en el espacio extracelular de tejidos 

sanos (95). Además, se ha demostrado la asociación de la catepsina D con el 

intercambiador de Na+/H+ y la H+/ATPasa membranales, los cuales favorecen la 

formación de microdominios extracelulares con un pH lo suficientemente ácido 

para facilitar el procesamiento de la PRL (111). En apoyo a la formación endógena 

de las Vi, estas moléculas han sido detectadas en la circulación y en diversos 

órganos y fluidos (tabla 1). Interesantemente, se ha detectado a las Vi en tejidos 

avasculares como el cartílago (112) y la córnea (113) apoyando la participación de 

estos péptidos en la ausencia de vasos sanguíneos que caracteriza a estos 

tejidos.  

 

 



 

Tabla 1. 
Vasoinhibinas 
endógenas 

    

HORMONA 

MADRE 

ORIGEN MASA (kDa) N-TERMINAL REFERENCIAS 

PRL (humana) Adenoma hipofisiario 16 Sí (105) 

 Células endoteliales 14, 16 No se sabe (114) 

 Líquido subrretiniano 16 No se sabe (115) 

 Líquido amniótico 14 No se sabe (116) 

 Suero 16 No se sabe (115-117) 

PRL (rata) Hipófisis anterior 16 No se sabe (117, 118) 

 Hipófisis posterior 14 No se sabe (117, 118) 

 Condrocitos 16 Sí (95) 

 Fibroblastos 16 No se sabe (119) 

 Suero 14,16 No se sabe (118, 119) 

GH (humana) Suero 17 No se sabe (120-122) 

 Hipófisis anterior 16,17 No se sabe (120, 122) 

Vasoinhibinas 
exógenas 

    

HORMONA 

MADRE 

GENERADA POR MASA (kDa) EFECTOS ANTI-

ANGIOGÉNICOS 

REFERENCIAS 

PRL (humana) Catepsina D 15-17.2 In vitro (105) 

 MMPs 17.7 In vitro (95) 

 Recombinante (123aa) 13.9 In vitro e in vivo (96, 98, 123) 

 Recombinante (139aa) 15.8 In vitro e in vivo (101, 102, 109, 

124) 

PRL (rata) Catepsina D 16.3 In vitro e in vivo (96, 98, 101, 115) 

GH (humana) Recombinante (133aa) 15.3 In vitro e in vivo (99) 

Lactógeno 

placentario 

Recombinante (133aa) 15.5 In vitro e in vivo (99) 

 

 



 

El reconocimiento del papel de la angiogénesis en el crecimiento y 

funcionamiento de diversos tejidos, así como en el establecimiento y la progresión 

de un amplio espectro de padecimientos ha despertado un interés considerable en 

la identificación de factores angiogénicos que pudieran representar herramientas 

terapeúticas capaces de bloquear la formación de neovasos o de promover su 

involución. El ojo es uno de los órganos en los que se presenta uno de los 

controles más estrictos de la angiogénesis (4). El control de este proceso es 

central para el funcionamiento ocular y su alteración conlleva a un grupo de 

enfermedades conocidas como retinopatías vasoproliferativas que son la principal 

causa de ceguera a nivel mundial (4, 125-130). En las siguientes secciones se 

describe la influencia de la angiogénesis en el desarrollo de estos padecimientos, 

en particular sobre la retinopatía diabética, así como evidencias de que las Vi 

podrían representar factores reguladores de la angiogénesis ocular tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas.     

3) Retinopatias vasoproliferativas 

En el adulto sano, el ojo contiene varios compartimentos avasculares, 

incluyendo a la córnea, el cristalino, el humor vítreo y la mitad externa de la retina 

(128, 130). Cuando estas estructuras se vascularizan, la agudeza visual 

disminuye, se genera opacidad ocular, y se producen las retinopatías 

vasoproliferativas, que incluyen a la retinopatía diabética, la retinopatía del 

prematuro y a la degeneración macular asociada con la edad. Estos tres 

padecimientos son las principales causas de ceguera en el mundo (128, 130). La 

diabetes afecta aproximadamente al 10% de la población mundial y la retinopatía 

diabética es la principal causa de ceguera en personas entre los 20 y los 65 años 

de edad (131, 132). Se considera que después de 20 años con diabetes, el 98% 

de los pacientes con diabetes tipo 1 y más del 60% de los pacientes con diabetes 

tipo 2 presenta algún tipo de retinopatía (4, 131, 132). Asimismo, la retinopatía del 

prematuro es un grave problema de salud en países en desarrollo como México.  

Se estima que el 66% de los infantes prematuros desarrolla retinopatía del 



prematuro si su peso al nacer es menor a 1.25 kg y que este porcentaje es mayor 

(82%) en prematuros con pesos menores a 1kg (125, 133). Si bien la retinopatía 

del prematuro puede ser controlada mediante la fotocoagulación de los neovasos 

durante las primeras semanas fuera de la incubadora (133), esta práctica no es 

siempre factible en los centros nacionales de salud y muchos de estos niños 

pierden la vista. Finalmente, la degeneración macular asociada con la edad 

representa la principal causa de ceguera en personas mayores de 50 años (4, 5). 

El común denominador de las retinopatías vasoproliferativas, al igual que de otros 

padecimientos angiogénico-dependientes, es la hipoxia tisular que es a su vez la 

consecuencia de una reducción severa o completa en la perfusión sanguínea 

(isquemia) (4). A continuación se detallan los mecanismos propuestos para el 

desarrollo de la retinopatía diabética. 

a) Retinopatía diabética (RD) 
La hiperglucemia característica de los pacientes diabéticos está 

estrechamente asociada a las alteraciones vasculares que se han descrito en la 

retinopatía diabética. En apoyo a esta afirmación,  diversos estudios muestran que 

un estricto control glicémico puede retrasar o incluso prevenir el establecimiento 

de la enfermedad (131, 132). Lamentablemente, las lesiones de la vasculatura 

retiniana persisten incluso cuando se ha vuelto a la normoglicemia (130, 131). La 

RD se diagnostica por la aparición de lesiones vasculares retinianas de gravedad 

progresiva, culminando con la formación de neovasos (retinopatía diabética 

proliferativa). La ceguera puede resultar ya sea por la formación de hemorragias 

que enturbian el humor vítreo o por la asociación de los neovasos a un tejido 

fibroso intravitreal que ejerce tracción sobre la retina produciendo su 

desprendimiento (132). 

¿Cuáles son las alteraciones vasculares que caracterizan la retinopatía 

diabética? Inicialmente se presentan una serie de cambios en la vasculatura que 

son difícilmente detectados a nivel clínico y que anteceden a la aparición de 

cambios patológicos. Pueden pasar incluso décadas antes de que haya cambios 

observables. Un ejemplo claro de lo anterior son las alteraciones en la 

hemodinámica de la retina. En diversos modelos animales, así como en muestras 



de pacientes se ha observado un engrosamiento de la matriz extracelular vascular. 

Se ha encontrado que el ARNm de la fibronectina y los colágenos tipo I, III, IV y V  

aumentan en la membrana basal vascular de pacientes con RD (132, 134, 135). 

Asimismo, la adhesión de plaquetas y leucocitos a los vasos retinianos aumenta 

considerablemente, y se ha reportado que los leucocitos de los diabéticos son más 

rígidos (136) que los de personas sanas debido a la mayor polimerización de 

actina. El engrosamiento de la matriz y la adhesión de los leucocitos rígidos a los 

capilares retinianos pueden producir su oclusión, y conducen al bloqueo de la 

circulación sanguínea en amplias regiones de la retina (isquemia). Otro de los 

efectos característicos de la hiperglucemia sobre la vasculatura retiniana es la 

muerte de los pericitos (136, 137), que se ve agravada cuando hay fluctuaciones 

entre hiperglucemia y normoglucemia como es frecuente en la diabetes 

pobremente controlada. Los pericitos  regulan la proliferación y contractilidad del 

endotelio (136, 137). En la retina en desarrollo, aquellos vasos que carecen de 

pericitos son más susceptibles a desaparecer en el modelo de retinopatía inducida 

por oxígeno (138). En la RD la muerte de los pericitos y la pérdida de las uniones 

vasculares intercelulares predisponen al endotelio a proliferar. Aunado a esto la 

isquemia tisular descrita anteriormente genera hipoxia que incrementa de manera 

notable la producción de factores pro-angiogénicos, mientras que los niveles de 

los inhibidores de la angiogénesis decaen notablemente (89, 129, 130, 139, 140).  

Los principales factores reguladores de la angiogénesis involucrados en la 

progresión de la RD son los siguientes: 

 

1. El VEGF es el principal factor angiogénico que media la RD y su nivel 

llega a quintuplicarse en el humor vítreo de los pacientes diabéticos (89, 139, 141). 

Este incremento se ha correlacionado con un aumento en los niveles de HIF-1 en 

la retina isquémica (29, 142).  Como se describió anteriormente el VEGF estimula 

al endotelio a proliferar y degradar la matriz extracelular, así como a migrar y 

formar estructuras tubulares que anteceden la formación de neovasos. Más aún, el 

VEGF desempeña un papel temprano en el establecimiento de la RD. Se ha 

detectado un aumento en su nivel en retinas diabéticas aparentemente sanas 



(132). La administración intravitreal de VEGF en animales produce características 

retinianas típicas de la RD temprana, entre ellas un aumento en la permeabilidad 

del endotelio vascular que se ha asociado al rearreglo de las proteínas de las 

uniones estrechas como las cadherinas, zonula occludens y las occludinas (24, 

29, 142-144). Esta acción puede aumentar la deposición de proteínas y lípidos del 

plasma, los cuales se precipitan formando exudados duros que contribuyen a la 

oclusión capilar.   

Aunque el VEGF actúa principalmente como un factor parácrino, se ha 

reportado que también puede unirse a leucocitos y que posee efectos pro-

inflamatorios (145). Receptores a VEGF se encuentran presentes en diversos sub-

tipos de células inflamatorias. Se ha demostrado que las plaquetas son capaces 

de producir y liberar VEGF (146), participando activamente en el rompimiento de la 

barrera hemato-retiniana característico de las retinopatías, así como en la 

formación de neovasos (147).  

 

2. Factor de crecimiento semejante a la insulina-1 (IGF-1). Hace más de 50 

años se propuso la participación de factores hipofisiarios en el desarrollo de la 

retinopatía diabética. En 1953, Poulsen describió una mejoría notable en un caso 

de RD severa en un paciente con diabetes tipo 1 que desarrolló la enfermedad de 

Simmond (necrosis de la hipófisis debido a una hemorragia). En pruebas clínicas, 

pacientes con diabetes tipo 1 fueron sometidos a hipofisectomía  seguida por una 

terapia de reemplazo de todas las hormonas hipofisiarias. El resultado mostró que 

la hipofisectomía producía una mejoría sensible en la agudeza visual, excepto en 

aquellos donde se reemplazó la hormona de crecimiento (GH) (148), sugiriendo 

posibles acciones proangiogénicas de la GH. Dado que los efectos mitogénicos de 

la  GH son mediados por IGF-1, este factor  fue uno de los primeros en ser 

directamente relacionados con la RD. Reportes iniciales mostraron que un 

incremento agudo en los niveles de IGF-1 antecedía al establecimiento de la fase 

proliferativa de la RD en modelos animales (149, 150). Posteriormente, se detectó 

un incremento en el nivel de IGF-1 en el vítreo de pacientes con RD (151), y se 

propuso que este aumento se asocia con el aumento de vasopermeabilidad. 



Estudios in vitro han mostrado que el IGF-1 puede inducir la proliferación y 

migración del endotelio (152), así como la degradación de la matriz extracelular 

del capilar (153). In vivo se ha demostrado que IGF-1 puede inducir angiogénesis 

en la retina de conejos (154)  y Smith y colaboradores han mostrado que animales 

transgénicos que expresan un antagonista de GH son resistentes al modelo de 

retinopatía inducido por oxígeno (155). Esta observación se repitió con animales 

normales tratados con un análogo de la somatostatina y se bloqueó bajo 

tratamiento con IGF-1 (155).  

Si bien es claro que la angiogénesis ocular puede ser resultado del 

incremento en la concentración de factores angiogénicos (4, 5, 79, 128), su 

establecimiento también requiere de la disminución en la concentración de 

factores antiangiogénicos (87, 89, 141, 156, 157). La relevancia de esta caída se 

pone de manifiesto por el hecho de que en el ojo sano no ocurre proliferación 

vascular a pesar de la presencia continua de múltiples factores estimuladores de 

la angiogénesis. Hasta el momento, el PEDF, la angiostatina y la endostatina son 

los principales inhibidores de la angiogénesis ocular asociados con la progresión 

de la RD.  

 

3. El PEDF participa activamente en el mantenimiento de la 

avascularidad de la córnea (79). Su inmunoneutralización conduce a la 

neovascularización de este tejido. Más aún, la inyección intravitreal de anticuerpos 

dirigidos contra el PEDF bloquea las propiedades anti-angiogénicas del humor 

vítreo (79, 89). Se ha reportado que los niveles de PEDF en el humor vítreo de 

pacientes con RD ó degeneración macular asociada a la edad presentan una 

disminución significativa (89, 90). Además, se ha encontrado que un aumento en 

los niveles intraoculares del PEDF producido ya sea por su inyección intravitreal 

(158), o mediante el uso de vectores adenovirales (87), bloquea de manera 

efectiva la neovascularización producida en modelos de retinopatía inducida por 

isquemia. Estos datos han despertado un interés considerable en el uso del PEDF 

para tratar a las retinopatías vasoproliferativas.    

 



 

4.  Angiostatina y endostatina. Se ha reportado que los niveles de 

angiostatina aumentan considerablemente después de la fotocoagulación con 

láser, el tratamiento usado actualmente para la RD (159). Asimismo, los niveles de 

endostatina en el humor acuoso y en el vítreo se correlacionan significativamente 

con la severidad de la RD (160). Como en el caso del PEDF, tanto la 

administración intravitreal de endostatina como su expresión a través de 

adenovirus reducen la neovascularización retiniana (161, 162).  

 

5. Vasoinhibinas. Dado que las Vi son el tema central de esta tesis, las 

evidencias de su asociación con las retinopatías vasoproliferativas en general, se 

considera en la sección a continuación.  

 

Vasoinhibinas y retinopatías vasoproliferativas 

 Las vasoinhibinas se generan en el ojo de pacientes con retinopatía del 

prematuro (115), un trastorno neovascular de la retina análogo a la retinopatía 

diabética, donde las condiciones de hiperoxia de la incubadora a las que son 

sometidos los recién nacidos prematuros conlleva a la oclusión de vasos 

sanguíneos retinianos y con ello a la isquemia e hipoxia local (115, 125, 133). En 

pacientes con el grado mas avanzado de la retinopatía del prematuro, sometidos a 

cirugía intraocular varios meses después de finalizado el proceso angiogénico, se 

detectó a las Vi en el líquido subretiniano y en las membranas fibrovasculares 

intraoculares (115). Estas Vi pueden derivar de la prolactina sintetizada 

intraocularmente, ya que los vasos sanguíneos de las membranas fibrovasculares 

expresan el ARN mensajero de la prolactina (115). Al respecto, se propuso que las 

Vi podrían participar en la regresión vascular intraocular que tiene lugar en los 

pacientes con retinopatía del prematuro. Si bien el 82% de los bebés prematuros 

que pesan menos de 1.25 Kg al nacimiento desarrollan neovasos en la retina, 

solamente el 6% de estos pacientes llegan a presentar grados avanzados de la 

enfermedad (125, 133). Esto es así debido a que los neovasos oculares 

involucionan por apoptosis en la mayoría de los pacientes (163). Dado que las Vi 



estimulan la apoptosis de las células endoteliales (102), podrían estar implicadas 

en la regresión de los neovasos y con ello en evitar la progresión de la retinopatía 

del prematuro. En apoyo a esta posibilidad, se ha visto que la 

inmunoneutralización de PRLs oculares bloquea la regresión por apoptosis del 

sistema hialoideo, un sistema vascular fetal que involuciona por apoptosis en la 

rata recién nacida (115). 

Por otra parte, la prolactina sistémica también puede funcionar como fuente 

de Vi intraoculares, y en este sentido los niveles elevados de PRL en la circulación 

podrían tener un valor pronóstico favorable en las retinopatías vasoproliferativas. 

Como ya se mencionó, la relación entre las hormonas hipofisiarias y la retinopatía 

diabética se exploró hace tiempo a consecuencia de la observación de que la 

hipofisectomía reviste efectos benéficos sobre la regresión vascular ocular (148). 

Estos efectos benéficos se atribuyen a la supresión de la hormona de crecimiento 

que es diabetogénica (164) y puede estimular la neovascularización a través de 

inducir la expresión del factor angiogénico IGF-1 (165). Sin embargo, dado que la 

prolactina disminuye en los pacientes hipofisectomizados, también se ha 

investigado la posible asociación entre los niveles circulantes de prolactina y la 

retinopatía diabética. Al respecto, en los estudios iniciales se reportaron niveles 

circulantes de PRL más altos en pacientes diabéticos sin retinopatía severa que 

en aquellos con retinopatía severa (166, 167). Sin embargo, estudios 

subsecuentes no confirmaron estos hallazgos (168, 169)y el tema dejó de 

explorarse, a pesar de que los estudios negativos no fueron concluyentes, dado 

que no especificaban el tipo de retinopatía (proliferativa versus no proliferativa) y el 

grado de la misma. Recientemente, el análisis de un grupo de 133 pacientes con 

retinopatía diabética, categorizados de acuerdo a la severidad del padecimiento, 

reveló que la concentración sérica de prolactina es significativamente mayor en los 

diabéticos sin retinopatía o con retinopatía no proliferativa que en aquellos con 

retinopatía diabética proliferativa, el grado más severo de la enfermedad (170) 

Cabe también mencionar que al final del embarazo y en el período postparto, 

cuando los niveles circulantes de prolactina se encuentran elevados, ocurre una 

regresión de la retinopatía diabética (171, 172), y esta correlación ha llevado a 



plantear el papel protector de la PRL en este padecimiento. A este respecto, es 

interesante señalar la observación de que la leche materna protege contra la 

retinopatía del prematuro (173), y que este efecto pudiera deberse, entre otros 

factores, a la presencia de prolactina en la leche, desde donde puede incorporarse 

a la circulación de las crías (174). Finalmente, se ha reportado que la prolactina 

puede tener efectos benéficos sobre la incidencia y progresión de la diabetes tipo-

1, a través de acciones conjuntas sobre el sistema neuroendócrino, el sistema 

inmune y posiblemente sobre la regulación del metabolismo de la glucosa (175, 

176) 

 



iii. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
Actualmente la diabetes afecta a más de 150 millones de personas a nivel 

mundial y su prevalencia esta aumentado rápidamente. México no es la 

excepción. Nuestro país es el noveno lugar en cuanto a prevalencia de la 

enfermedad, sin embargo, en un lapso de solo 2 años los costos producidos por la 

diabetes aumentaron un 25% (177), sugiriendo un claro aumento en su incidencia. 

La retinopatía diabética es una complicación común que surge por la 

hiperglucemia crónica de los diabéticos y que se caracteriza por el crecimiento 

patológico de neovasos en la retina que invaden el humor vítreo y eventualmente 

producen ceguera. La fotocoagulación con rayo láser de la retina es la opción 

terapéutica actual; es el equivalente oftalmológico de amputar una extremidad, 

reduce considerablemente la visión periférica y nocturna (4) y no es efectiva en 

todos los casos. Es por esto que la búsqueda de nuevos tratamientos para la RD 

es una necesidad apremiante.  

 Las Vi son una familia de inhibidores de la angiogénesis formada por 

fragmentos que contienen la región amino-terminal de la PRL, la GH y el LP. 

Dentro de esta familia, las Vi generadas a partir de la PRL han sido las más 

ampliamente estudiadas. Diversos reportes apuntan a que estas Vi podrían 

participar en la regulación fisiológica de la angiogénesis ocular (113, 115, 178), 

abriendo la posibilidad de su aplicación terapéutica. En este trabajo nos 

propusimos extender estos hallazgos a través de investigar si la PRL se expresa 

en la retina y si puede ser procesada hacia Vi. Asimismo, analizamos los efectos 

de las Vi endógenas sobre la regulación de la angiogénesis retiniana y el efecto de 

su inhibición sobre el equilibrio angiogénico ocular. Finalmente, como un intento 

de evaluar la potencialidad terapéutica de estos péptidos, estudiamos las acciones 

de la Vi exógenas en presencia del principal mediador de la RD, el VEGF. 

 



iv. HIPÓTESIS 

La PRL es expresada en la retina y es procesada hacia vasoinhibinas que 

participan activamente en la regulación fisiológica y patológica de la angiogénesis 

ocular.  

v. OBJETIVOS 
 Objetivo General  

Demostrar la participación de las Vi en la regulación de la angiogénesis 

fisiológica y patológica en la retina.  

 Objetivos Particulares 

 - Demostrar la expresión de la PRL en la retina 

 - Determinar si la PRL es procesada intraocularmente hacia Vi por MMPs 

locales. 

 - Analizar la participación de las Vi endógenas en la inhibición de la 

angiogénesis retiniana 

- Determinar si las Vi exógenas bloquean  la dilatación y permeabilidad de 

los vasos retinianos inducida por el VEGF  

 - Determinar si las Vi inhiben la actividad de la eNOS inducida por el VEGF 

en la retina. 

 



vi. MATERIALES Y METODOS 

Reactivos 

La PRL de rata (grado biológico) se obtuvo del Programa Nacional de 

Hormonas e Hipófisis de EUA (NHPP, Torrance, CA, EUA).  La Vi de 16 kDa de la 

PRL (Vi) se generó por proteólisis enzimática de la PRL de rata con una fracción 

particulada de la glándula mamaria de la rata, seguida por filtración en gel y 

carbamidometilación de acuerdo al método previamente descrito (179).  Se 

utilizaron anticuerpos anti-PRL policlonales (C-1) y monoclonales (INN-1, INN-368) 

previamente caracterizados (113, 180). Los anticuerpos preinmunes empleados en 

los grupos testigo se purificaron de suero normal de conejo mediante el método  

descrito (113). Los anticuerpos INN-1 e  INN-368 fueron donados por el Dr. Peter 

Berger (Academia Nacional de Ciencias de Austria, Innsbruck, Austria) y los 

anticuerpos preinmunes de ratón se obtuvieron de ICN Biomedicals (Aurora, IL, 

EUA). 

Animales 

El cuidado y tratamiento de los animales se sujetó a las normas 

establecidas por la Asociación para la Investigación en Visión y Oftalmología 

(ARVO)  en el código “Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision 

Research” Se emplearon ratas macho de la variedad Wistar (200-250 g) 

anestesiadas con 70% de ketamina/30% de xilacina (1 µl/g de peso corporal i.p.) 

para la posterior inyección intravitreal de las diferentes sustancias bioactivas.  

RT-PCR 

 Inmediatamente después de sacrificar a los animales, se enuclearon los 

ojos y se disecó y congeló la retina. Se extrajo y cuantificó el ARN total, del cual se 

retrotranscribieron 5 µg en un volumen de reacción de 25 µl empleando la 

transcriptasa reversa (RT) del virus de la leucemia murina Moloney (Promega, 

Madison, WI, EUA). Se tomaron alícuotas de 2 µl de la reacción y se procesaron 

mediante la reacción de polimerización en cadena (PCR) para la amplificación de 



ADN complementario (ADNc) (30 seg a 94°C, 45 seg a 65°C, y 45 seg a 72°C por 

40 ciclos) con dos oligonucleótidos específicos para PRL de rata (plantilla en 

sentido ACT TCT TCC CTA GCT ACT CCT GAA GAC y plantilla en antisentido 

GCA GTT GTT TTT ATG GAC AAT TTG GCA). El producto de amplificación 

específico está constituído por 418 pares de bases. Dado que los oligonucleótidos 

tienen como anclaje posiciones en los exones 3 y 5 del gen de PRL de rata, la 

amplificación del ADNc pudo distinguirse fácilmente de la amplificación de ADN 

genómico. 

Hibridación in situ 

 Se fijaron retinas aisladas de rata en paraformaldehído al 4% por 24 h, y se 

incubaron por otras 24 h en sacarosa libre de RNAasa al 10% y por 3 días en 

sacarosa al 30%. Entonces se incluyeron en medio para congelación de tejido 

(Leica Instruments, Alemania), se cortaron en secciones de 10 µm y se montaron 

en laminillas Superfrost/Plus (A. Daigger & Company, EUA).  Las secciones se 

secaron por 15 minutos a 60oC, se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS por 

10 a 15 minutos, y se lavaron en una solución salina amortiguada con fosfatos 

(PBS) adicionada con Tween 20 al 0.1% (PBT). Las secciones se incubaron en 

una mezcla 1:1 de PBT y solución amortiguada de hibridación (SSC al 5X, Tween 

20 al 0.1%, formamida deionizada al 50% y 100 µg/ml de ADN sonicado de 

esperma de salmón) y se prehibridaron por 1 h a 55oC. A partir de un plásmido 

linealizado conteniendo el ADNc de la PRL de rata, se sintetizaron sondas 

marcadas con digoxigenina tanto en dirección sentido como antisentido. Las 

sondas se desnaturalizaron en solución amortiguada de hibridación y se incubaron 

por un período de hibridación a 55oC toda la noche. Las laminillas se lavaron a 

60oC con solución de hibridación y después se lavaron en PBT. Finalmente se 

incubaron por dos horas en la solución de anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a 

fosfatasa alcalina, se lavaron en PBT y se reveló la señal por exposición al 

substrato azul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato en un amortiguador 

alcalino (Roche, Suiza).  



Análisis de la proteólisis de la PRL 

 La proteólisis de la PRL por el humor vítreo se evaluó in vivo mediante la 

inyección intravitreal de PRL. La inyección intravitreal se llevó a cabo en ratas 

anestesiadas a través de la realización de un pequeño orificio 2 mm por debajo del 

limbo esclerocorneal, con una aguja hipodérmica calibre 29 como guía para 

insertar una microjeringa (Hamilton, Reno, NV, EUA). Cada ojo fue inyectado con 

2 µl conteniendo 5 µg de PRL de rata (grado biológico, National Hormone Pituitary 

Program, Torrance, CA) 10 minutos después de haber inyectado por el mismo 

orificio 2 µl de vehículo (PBS) solo, o conteniendo galardina (10 µM, Calbiochem, 

San Diego, EUA), un inhibidor específico de MMPs. Seis horas después, las ratas 

fueron sacrificadas y el humor vítreo extraído y procesado para western blot.  

Western blot 

Extractos en PBS de retinas de rata se incubaron toda la noche con una 

solución conteniendo el anticuerpo policlonal anti-PRL (C-1). El sedimento 

inmunoprecipitado se sometió a ebullición en solución amortiguada reducida de 

Laemmli, y a electroforesis en gel de poliacrilamida (15%) con dodecilsulfato de 

sodio. Las proteínas separadas por electroforesis fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron en una solución 1:500 del 

anticuerpo policlonal anti-PRL (C-1) o de los anticuerpos monoclonales anti-PRL 

INN-1 o INN-368. El complejo antígeno-anticuerpo se reveló con la reacción de 

fosfatasa alcalina y el empleo de un estuche comercial de anticuerpos secundarios 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).  

Inmunoneutralización de PRLs en la retina 

 Este procedimiento está basado en reportes previos de la actividad de 

neutralización de PRL y Vi por el empleo de los anticuerpos C-1 e INN-1 tanto in 

vivo (113) como in vitro (178). Cada ojo fue inyectado con 2 µl, conteniendo ya sea 

2 µg de algún anticuerpo anti-PRL (C-1, INN-1 o INN-368), anticuerpos 

preinmunes (de conejo o ratón), o vehículo (PBS). Seis días después de la 

inyección, las ratas fueron sacrificadas y las retinas extraídas y fijadas en 



paraformaldehído al 4% por 1 hora, y equilibradas en sacarosa al 10% por 3 

horas, al 20% toda la noche y al 30% por 4 días. El tejido se congeló incluido en 

Medio para Congelación de Tejido (Tissue Tek), y se obtuvieron secciones de 12 

µm para ser montadas en laminillas cubiertas con gelatina. 

Inyección de ARN de interferencia (ARNi) 

 Para la obtención de los ARNi se empleó el estuche Dicer (Gene Therapy 

Systems, San Diego, CA, EUA). Se amplificó un fragmento de 522 pares de bases 

ubicado en la región codificante del gen de PRL de rata utilizando los 

oligonucleótidos GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAT TCT GGT GGC 

GAC TGC CAG A y GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GAC TTG TGG 

GAA TCC CTG CGC A. Además se amplificó un fragmento de tamaño similar a 

partir del gen de la proteína verde fluorescente (GFP) utilizando los 

oligonucleótidos incluídos en el estuche. Los productos de amplificación fueron 

purificados y se empleó la polimerasa del fago T7 para transcribir moléculas de 

ARN de doble cadena (ARNdc), dado que cada uno de los oligonucleótidos 

empleados contiene una región promotora específica para la polimerasa de ARN 

del fago T7 en la sección terminal 5’. Estas moléculas fueron digeridas con la 

enzima Dicer, y los ARNi resultantes se purificaron, cuantificaron y resuspendieron 

en agua a una concentración de 50 ng/µl. Alícuotas de 3 µl (10 pmol) de ARNi ya 

sea de PRL de rata o de GFP se combinaron con 0.5 µl del reactivo Transit TKO 

(Mirus, Madison, WI, EUA) y se dejaron reposar durante 20 minutos antes de la 

inyección. Las inyecciones se llevaron a cabo como se describió anteriormente. 

Las inyecciones testigo fueron el vehículo (0.5 µl de Transit TKO y 3 µl de PBS) o 

3.5 µl de PBS. Seis días después de la inyección las ratas fueron sacrificadas, y 

los ojos extraídos, fijados y seccionados como se describió anteriormente. 

Inyección intravitreal de VEGF y Vi 

 Ratas macho anestesiadas fueron inyectadas intravitrealmente con PBS, Vi 

(1µg), VEGF (0.3µg), o VEGF en combinación con Vi (mismas dosis). En todos los 

casos el volumen inyectado fue de 3.5µl. Al día siguiente de la inyección los 



animales fueron anestesiados y las retinas extraídas para la evaluación de la 

vasopermeabilidad o de la vasodilatación local. 

Cuantificación de la neovascularización de la retina 

Los vasos sanguíneos se marcaron mediante el empleo de anticuerpos 

generados contra la molécula de adhesión de plaquetas a endotelio-1 (anti-

PECAM-1, Endogen, Woburn, MA, EUA), los cuales distinguen células 

endoteliales de forma específica (181), seguido de un anticuerpo secundario 

biotinilado, el cual fue revelado empleando el estuche de detección ABC (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA). De forma alternativa, se empleó un 

anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a isotiocianato de fluoresceína (Alexa Fluor-

488, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), el cual resultó ser un marcador 

específico de vasos sanguíneos, a juzgar por estudios de marcaje doble ya sea 

con anti-CD31 o con anticuerpos contra la proteína Von Willebrand, otro marcador 

específico de células endoteliales. 

 Se obtuvieron seis juegos de secciones seriadas de la retina completa, 

seccionada cada 60 µm, las cuales se observaron a una alta amplificación (40X) 

para registrar los vasos sanguíneos teñidos. Las imágenes se digitalizaron y 

analizaron mediante el empleo del programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics, 

Silver Spring, MD, EUA). Los vasos sanguíneos se delinearon y contaron, y se 

registraron sus áreas y densidad relativa. Como valores experimentales 

individuales se consideraron los promedios de seis secciones por ojo. 

Evaluación de la dilatación vascular  

 Con el fin de delinear la red vascular retiniana, se realizaron montajes 

planos de las preparaciones de retinas y se tiñeron los eritrocitos contenidos en 

dicha red, empleando una reacción de peroxidación previamente descrita (113). 

Cada preparación fue digitalizada con un objetivo 20X y sobrepuesta para crear 

una imagen tridimensional de la preparación completa. La dilatación vascular se 

evaluó mediante el registro del área y longitud de la superficie de los vasos 

sanguíneos. El cociente entre el área del vaso y su longitud proporcionó una 

cuantificación del diámetro, que se empleó para realizar comparaciones entre 



experimentos. Los acúmulos de eritrocitos extravasados por unidad de área se 

tomaron como índice de permeabilidad vascular. 

Ensayo de Azul de Evans para cuantificar la permeabilidad vascular 

 Este es un ensayo cuantitativo que se basa en la unión irreversible del 

colorante azul de Evans a la albúmina plasmática. El aumento en 

vasopermeabilidad eleva la difusión de proteínas séricas a través de las uniones 

estrechas del endotelio, permitiendo la fuga del complejo azul de Evans/albúmina 

y su difusión tisular. De acuerdo al método descrito (182), el azul de Evans fue 

inyectado en la vena yugular de ratas anestesiadas, inyectadas intravitrealmente 

con VEGF solo o en combinación con Vi, y al cabo de 90 minutos, los animales 

fueron sacrificados por inhalación de monóxido de carbono y perfundidos con PBS 

a un pH de 3.5.  Las retinas fueron extraídas, secadas mediante su exposición al 

vacío por 5 horas (SPD 1010 SpeedVac System, ThermoSavant, EUA) y su peso 

seco evaluado. Posteriormente, las retinas se disolvieron en formamida por 18 

horas a 70°C y se centrifugaron a 70,000 rpm por una hora. Se recuperaron los 

sobrenadantes, donde se determinó la concentración de azul de Evans por 

espectrofotometría a 620nm.  

Análisis estadístico 

 Cada uno de los resultados se replicó tres o más veces en experimentos 

independientes. Los datos se presentan como promedios + errores estándar de la 

media. En los casos apropiados, se realizaron comparaciones estadísticas por la 

prueba de la t de Student no pareada o por análisis de varianza (ANOVA) de una 

cola, seguido de la prueba de Tukey para comparar promedios individuales. El 

nivel de significancia se estableció en el 5%.  

 



vii. RESULTADOS 

Expresión del ARN mensajero de PRL en la retina 

Empleando el método de RT-PCR, investigamos la posible expresión del 

ARN mensajero de la PRL en la retina (Fig. 3A). La amplificación a partir del ARN 

mensajero extraído de retinas de rata dio como resultado un único producto del 

tamaño esperado (418 pares de bases), similar al producto amplificado en la 

muestra testigo empleando el ADNc de la PRL de rata. La distribución tisular del 

mensajero se analizó mediante hibridación in situ. De acuerdo a lo esperado, los 

controles hibridados con la sonda en dirección sentido, no presentaron señal (Fig. 

38). En contraste, empleando la sonda en dirección antisentido, se detectó una 

abundante expresión retiniana del mensajero de la PRL (Fig. 3C). 

A B \ .... ccG 

2 3 
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Figura 3. La retina expresa el ARN mensajero de la PRL. (A) Producto de RT
PCR obtenido a partir de un extracto de retina utilizando oligonucleótidos 
específicos para la PRL (carril 1). El ADNc de la PRL se utilizó como control 
positivo (carril 3), y la omisión de la transcriptasa reversa sirvió como control 
negativo (carril 2). (B-C) Secciones retinianas marcadas contra PRL con una 
ribosonda en dirección sentido (B) o anti-sentido (C). Las flechas indican zonas de 
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reacción en la capa nuclear externa (CNE), capa nuclear interna (CNI), y en la 
capa de células ganglionares (CCG). Escala: 50 µm. 

La señal se ubicó principalmente en la capa nuclear externa y en las capas 

de células ganglionares de la retina, mientras que en la capa nuclear interna las 

células marcadas fueron menos abundantes. 

Detección de las proteínas PRL y Vi en la retina 

Dado que se ha mostrado que la PRL puede ser procesada 

proteolíticamente para dar origen a productos de aproximadamente 16 kDa, que 

incluyen tanto a la Vi anti-angiogénica, como a un fragmento carboxilo-terminal 

exento de esta actividad, decidimos investigar la naturaleza de las PRLs 

endógenas presentes en la retina mediante el empleo de dos anticuerpos 

monoclonales que reconocen de manera selectiva los extremos amino y carboxilo 

de la molécula de PRL. La especificidad de los anticuerpos fue demostrada 

comparando su unión a preparaciones de referencia de la PRL, de Vi, y del 

fragmento carboxilo-terminal de 6 kDa (Fig. 4A). El anticuerpo policlonal anti-PRL 

(C-1) reaccionó con las tres variantes moleculares de la PRL y ambos 

monoclonales reaccionaron con la PRL, pero mientras que el monoclonal INN-1 

solamente se unió a la preparación referencia de Vi, el monoclonal INN-368 

reconoció exclusivamente el estándar de PRL-6K (Fig. 4A). En vista de estos 

resultados, es claro que el epítope antigénico para el anticuerpo INN-1 se localiza 

en el extremo amino, y para el anticuerpo INN-368 en el extremo carboxilo de la 

molécula de PRL. 
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Figura 4. (A) Análisis por Western blot de preparaciones de referencia de PRL. 
Una combinación de preparaciones referencia de PRL, Vi amino-terminal y PRL-
6K carboxilo-terminal, fue analizada utilizando anticuerpos policlonales dirigidos 
contra la PRL (C-1 ), o anticuerpos monoclonales dirigidos contra el extremo 
amino-terminal (INN-1) o el extremo carboxilo-terminal (INN-368) de la PRL. (B) 
Western blot de proteínas con inmunorreactividad tipo PRL en la retina. Extractos 
retinianos fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo C-1 y procesados para 
Western blot utilizando los anticuerpos C-1, INN-1 o INN-368. Se indica el peso 
molecular aparente de los marcadores definidos (MPM) y de las preparaciones 
referencia de PRL. 

Empleando el anticuerpo policlonal C-1 fue posible inmunoprecipitar tres 

proteínas inmunorreactivas con una movilidad relativa correspondiente a 16, 23 y 

46 kDa a partir de extractos de retina de rata (Fig. 48). Es de suponerse, basado 

en sus movilidades relativas, que estas proteínas inmunorreactivas correspondan 

con la Vi, la PRL nativa y un dímero de esta última, respectivamente. El anticuerpo 

INN-1, selectivo para el extremo amino-terminal de la PRL, detectó a las tres 
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Figura 4. (A) Análisis por Western blot de preparaciones de referencia de PRL. 
Una combinación de preparaciones referencia de PRL, Vi amino-terminal y PRL-
6K carboxilo-terminal, fue analizada utilizando anticuerpos policlonales dirigidos 
contra la PRL (C-1 ), o anticuerpos monoclonales dirigidos contra el extremo 
amino-terminal (INN-1) o el extremo carboxilo-terminal (INN-368) de la PRL. (B) 
Western blot de proteínas con inmunorreactividad tipo PRL en la retina. Extractos 
retinianos fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo C-1 y procesados para 
Western blot utilizando los anticuerpos C-1, INN-1 o INN-368. Se indica el peso 
molecular aparente de los marcadores definidos (MPM) y de las preparaciones 
referencia de PRL. 

Empleando el anticuerpo policlonal C-1 fue posible inmunoprecipitar tres 

proteínas inmunorreactivas con una movilidad relativa correspondiente a 16, 23 y 

46 kDa a partir de extractos de retina de rata (Fig. 48). Es de suponerse, basado 

en sus movilidades relativas, que estas proteínas inmunorreactivas correspondan 

con la Vi, la PRL nativa y un dímero de esta última, respectivamente. El anticuerpo 

INN-1, selectivo para el extremo amino-terminal de la PRL, detectó a las tres 
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formas proteicas. Sin embargo, dado que el anticuerpo INN-368 no reconoció a la 

forma de 16 kDa, se demuestra que ésta corresponde efectivamente a la Vi y por 

lo tanto carece del extremo carboxilo-terminal de la PRL. El anticuerpo INN-368 no 

reconoció a la forma de 46 kDa, sugiriendo que en el agregado quedan 

enmascarados los extremos carboxilo, o bien que se carece de ellos. 

El humor vítreo genera Vi a partír de PRL 

Para determinar si el humor vítreo procesa a la PRL hacia Vi in vivo, 

inyectamos intravitrealmente a la hormona y evaluamos mediante western blot la 

presencia de Vi en el humor vítreo extraído seis horas después de la inyección 

(Fig. 5). La selectividad de los anticuerpos se demostró como fue descrito en la 

sección anterior, y como controles se usaron preparaciones estándar de PRL y Vi 

(carriles 1, Fig. 5A, B y C). En la muestra de PRL y vítreo se observó una proteína 

inmunoreactiva de 16 kDa que comigra con el estándar de Vi y que reaccionó con 

el anticuerpo policlonal y con el monoclonal amino-terminal, pero no con el 

carboxilo-terminal, lo que la identificó como vasoinhibina (carriles 3, Fig. 5A, B y 

C). La vasoinhibina no estaba presente en la PRL antes de ser inyectada al vítreo 

(carriles 2) y no se detectó en las muestras de humor vítreo de ojos previamente 

inyectados con galardina, un inhibidor de MMPs (carriles 4, Fig. 5A y B) 
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Figura 5. El procesamiento de la PRL inyectada intravitrealmente fue analizado 
por Western blot revelado con un anticuerpo policlonal (A). La PRL fue procesada 
a vasoinhibina (Vi) por el humor vítreo (carril 3). El corte enzimático fue bloqueado 
por galardina (Gal) un inhibidor de las metaloproteasas de la matriz (carril 4). Un 
control incubado bajo las mismas condiciones que el carril 3 no mostró generación 
de Vi (carril 2). En el carril 1 se muestra una preparación estándar de PRL y Vi. 
Anticuerpos monoclonales dirigidos contra el extremo N-terminal (N-Term) (8) o C
terminal (C-Term) (C) reconocieron los estándares de PRL, sin embargo, el 
primero reconoció también a la Vi, mientras que el segundo no, confirmando que 
el fragmento detectado se deriva del extremo N-terminal de la PRL. 

Efecto de la inmunoneutralización de las PRLs endógenas sobre la 

angiogénesis retiniana 

Con el propósito de determinar el papel funcional que desempeñan las 

PRLs retinianas sobre el lecho vascular, estudiamos los efectos de la 

inmunoneutralización de estas proteínas. Inicialmente abordamos esta pregunta 

con una aproximación de inmunización pasiva, mediante el uso de anticuerpos 

anti-PRL administrados por vía intravitreal (Fig. 6). La inyección tanto del 

anticuerpo policlonal C-1, como del anticuerpo monoclonal INN-1, resultaron en un 

incremento en el crecimiento de vasos sanguíneos en la retina interna (Fig. 68 y 

60) en comparación con retinas inyectadas con anticuerpos preinmunes (Fig. 6A y 

6C) o con el vehículo (PBS). El número de vasos sanguíneos y el área capilar 

aumentaron tres veces por la inmunización pasiva con ambos anticuerpos 

(p<0.05; Fig. 6E y 6F). Por el contrario, la inyección intravitreal del anticuerpo 
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monoclonal INN-368, selectivo para un epítope ubicado en el extremo carboxilo 

terminal de la molécula nativa de PRL, no mostró efecto sobre la 

neovascularización de la retina (Fig. 6E y 6F). 
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Figura 6. Inducción de angiogénesis retiniana por la inyección intravitreal de 
anticuerpos dirigidos contra PRL. Retinas representativas tratadas con anticuerpos 
control purificados de suero de conejo (lgGc) (A) o con el anticuerpo policlonal 
dirigido contra PRL C-1 (B). Los vasos retinianos fueron marcados utilizando 
anticuerpos dirigidos contra el marcador específico del endotelio PECAM-1, que a 
su vez fueron revelados utilizando anticuerpos secundarios acoplados a biotina y 
la reacción avidina-biotina-peroxidasa. Retinas representativas tratadas con 
anticuerpos control purificados de suero normal de ratón (lgGr) (C) o con el 
anticuerpo monoclonal anti-PRL INN-1 (D). Los vasos sanguíneos fueron 
marcados con anticuerpos fluorescentes (Alexa Fluor 488). Número de vasos (E) y 
área vascular (F) en retinas inyectadas con PBS, lgGc, lgGr, C-1, INN-1 o INN-
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A 

368. Los valores representan el promedio ± error estándar de cuatro experimentos 
independientes. *P<0.05 vs. tratamiento con anticuerpos control. Escala: SOµm. 

Efecto de la regulación negativa del ARN mensajero de PRL sobre la 

angiogénesis y la vasodilatación de la retina 

Llevamos a cabo un segundo paradigma de eliminación de las PRLs 

endógenas, mediante la regulación negativa del ARN mensajero a través de la 

inyección de ARNi en el humor vítreo. Empleando RT-PCR, confirmamos la 

capacidad del ARNi para abatir la concentración del ARN mensajero de PRL al 

cabo de seis días. La inyección del ARNi específico para PRL, abatió la expresión 

del ARN mensajero de la hormona en comparación con el efecto de inyectar el 

ARNi específico para la proteína verde fluorescente (GFP) o el vehículo (Fig. 7A). 

Las retinas expuestas a la acción del ARNi de PRL sufrieron un incremento 

significativo de la neovascularización, triplicándose tanto el número de vasos 

sanguíneos como el área vascular en comparación con las retinas tratadas ya sea 

con el ARNi de GFP o con el vehículo (Fig. 78 y 70). Además, en los ojos tratados 

con el ARNi de PRL, se observó un incremento en el diámetro capilar, indicativo 

de un efecto vasodilatador (Fig. 7C). 
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Figura 7. Inducción de angiogénesis retiniana por la inhibición de la expresión de 
PRL en la retina lograda mediante la administración intravitreal de ARNi PRL. (A) 
Análisis por RT-PCR de la expresión del ARN mensajero de la PRL en retinas 
pretratadas por 6 días con ARNi-PRL, ARNi-GFP o vehículo (V). La amplificación 
del gen de la proteína ribosomal L 19 (RPL 19) fue usada como control. Los vasos 
sanguíneos fueron marcados en retinas inyectadas con ARNi GFP (B) o ARNi 
PRL (C). El número de vasos sanguíneos (D) y el área vascular (E) se cuantificó y 
expresó como el promedio ± error estándar de tres experimentos independientes. 
*P<0.05 vs. el tratamiento con ARNi-GFP. Las flechas señalan vasos dilatados. 
Escala: 50 µm. 
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Para cuantificar estos cambios en vasodilatación, se obtuvieron imágenes 

de la vasculatura retiniana en preparaciones planas. Los ojos inyectados con el 

ARNi de la GFP no mostraron cambios en la arquitectura vascular (Fig. 8A), 

mientras que aquellos inyectados con el ARNi de PRL mostraron un aumento en el 

calibre de los vasos sanguíneos (Fig. 88). La diferencia en calibre fue de 

aproximadamente el 32% (Fig. 8C). 
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Figura 8. Vasodilatación retiniana inducida por la inyección intravitreal de ARNi de 
PRL. (A-B) Montaje plano de retinas completas previamente tratadas por 6 días 
con ARNi GFP (A) o con ARNi PRL (B). Las flechas señalan el diámetro de los 
capilares. (C) El índice de aumento está dado por la razón del diámetro capilar en 
los montajes planos de retinas de los tres grupos experimentales sobre el de 
aquellas tratadas con PBS. Los resultados son el promedio ± error estándar de 
tres experimentos independientes. *P<0.05 vs. retinas tratadas con ARNi GFP. 
Escala: 300 µm. 
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Las vasoinhibinas bloquean et efecto del VEGF sobre ta vasopermeabilidad y 

ta vasodilatación retiniana 

El efecto a corto plazo (24 horas) de la inyección intravitreal de VEGF solo o 

en combinación con Vi se evaluó sobre montajes planos de retina teñidos para 

vasos sanguíneos (Fig. 9). Los ojos inyectados con el vehículo mostraron una 

vasculatura normal (Fig. 9A}, mientras que en los ojos tratados con VEGF se 

observaron múltiples acúmulos de eritrocitos extravasados asociados a 

microaneurismas y hemorragias, alteraciones que son indicativas de un aumento 

en la vasopermeabilidad (Fig. 9A). Además, el tratamiento con VEGF resultó en un 

incremento del diámetro vascular, tanto de los vasos mayores como de los 

capilares sanguíneos. En los capilares, la vasodilatación inducida por el VEGF 

permitió la distribución en rosario de los eritrocitos, en comparación con el grupo 

control, donde los eritrocitos adoptaron una forma alargada (Fig. 98). La 

cuantificación de estas diferencias en seis experimentos independientes mostró 

que el tratamiento con VEGF aumentó ocho veces la vasopermeabilidad (Fig. 9C) 

y 40% la vasodilatación retinal (Fig. 90). Las Vi administradas en combinación con 

el VEGF redujeron cuatro veces su efecto sobre la vasopermeabilidad y 

bloquearon su acción vasodilatadora (Fig. 9A-D). 
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Figura 9. Montaje plano de retinas teñidas para vasos sanguíneos provenientes 
de ojos inyectados por 24h. con vehículo, VEGF o VEGF + Vi. Las flechas indican 
las áreas de extravasación de eritrocitos (derrames). (8) Amplificación de los 
recuadros señalados en (A), para ilustrar los cambios de vasodilatación en la 
microcirculación. Las flechas marcan el diámetro vascular. (C) Índice de aumento 
del área de los derrames de los grupos experimentales con respecto al control 
inyectado con el vehículo (V). (D) Relación del aumento del diámetro vascular de 
los grupos experimentales con respecto al control. Los resultados de (C) y (D) son 
el promedio ± error estándar de 6 retinas independientes. • p<0.05 vs. VEGF. 
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Las vasoinhibinas reducen la activación inducida por VEGF de las sintasas 

de óxido nítrico 

Los efectos del VEGF sobre el endotelio son mediados a través del óxido 

nítrico producido por la eNOS. Para determinar si la inhibición por Vi de los 

efectos vasculares del VEGF podrían implicar la inhibición de la actividad de la 

eNOS, evaluamos la actividad global de las NOS inducida por la inyección 

intravitreal de VEGF en presencia y ausencia de Vi. Los resultados mostraron que 

el VEGF produce un incremento del -37% en la actividad de las NOS en la retina 

(Figura 11 ). En presencia de la Vi, este efecto es bloqueado y la actividad de las 

sintasas decae a niveles comparables a los controles tratados solamente con el 

vehículo (PBS) o con Vi. 
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Figura 11. Análisis de la actividad de NOS por el método de 3H-citrulina. El VEGF 
intravitreal produjo un aumento del 30% en la actividad global de las sintasas 
comparado con el grupo control inyectado con PBS. En contraste, la 
administración de Vi no produjo cambios significativos en el nivel de actividad de 
las enzimas. Más aún, la Vi bloqueo el efecto del VEGF reduciendo la actividad de 
las NOS a niveles comparables con los controles. 
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viii. Discusión 

 

 A pesar de los avances médicos las retinopatías vasoproliferativas 

son la principal causa de ceguera a nivel mundial (4, 130). Entre los niños y los 

ancianos, la retinopatía del prematuro y la degeneración macular asociada a la 

edad, respectivamente, son las de mayor incidencia (4, 129, 130, 132). Sin 

embargo, la retinopatía diabética ocupa un lugar destacado, no solo por su alta 

prevalencia sino también por el rápido incremento en su incidencia (129, 132). El 

edema macular asociado con un incremento en la vasopermeabilidad, está 

estrechamente asociado a la pérdida de la vista y antecede a la etapa neovascular 

de la enfermedad (129, 132).  La opción terapéutica actual, la fotocoagulación con 

láser reduce considerablemente la visión periférica y nocturna. Más aún, aunque 

este tratamiento es relativamente efectivo en cerca del 50% de los casos para 

tratar la proliferación de neovasos retinianos (4, 126, 130), el edema macular 

producido por la diabetes no tiene un tratamiento efectivo y es una de las 

necesidades médicas menos atendidas de los pacientes diabéticos (66, 87, 135, 

183). De esto se colige la clara necesidad y pertinencia de desarrollar alternativas 

más eficaces y menos dañinas para el tratamiento y control de la retinopatía 

diabética. El impacto potencial de un tratamiento efectivo puede apreciarse 

considerando que, por una parte el número de diabéticos ha alcanzado un nivel 

récord (12% de la población mundial), y que este continúa en aumento. 

Prácticamente todos los pacientes con diabetes tipo 1 (98%)  y el 60% de aquellos 

con diabetes tipo 2 desarrollan la retinopatía diabética y el edema macular. En los 

Estados Unidos cerca de 700,000 pacientes padecen la primera enfermedad y 

500,000 presentan edema. Además, cerca de 63,000 y 56,000 individuos 

respectivamente, desarrollan estas complicaciones anualmente (4, 130-132). Dado 

que estos padecimientos se presentan cuando se altera el equilibrio a favor de los 

factores angiogénicos oculares por sobre los factores inhibidores de la 

angiogénesis (87, 89, 157, 184), los factores antiangiogénicos oculares revisten un 

gran potencial para el desarrollo de agentes terapéuticos capaces de prevenir o 

corregir dichas patologías (79, 156, 161, 162, 185). Se han descrito varios 



inhibidores endógenos de la angiogénesis ocular (66, 67, 161, 186), algunos de 

los cuales son el resultado del procesamiento proteolítico de precursores inactivos 

de mayor tamaño (40, 66, 68, 161, 185). En este trabajo se presentan evidencias 

de que la vasoinhibina de 16 kDa resultado del procesamiento proteolítico de la 

PRL es uno de los factores antiangiogénicos de la retina, y de que desempeña un 

papel funcional crítico en el mantenimiento del estado de reposo en que se 

encuentra la vasculatura local.  

Nuestros resultados muestran que el ARNm de la hormona prolactina se 

expresa en la retina, especialmente en la capa nuclear externa. En esta zona se 

localizan los cuerpos de los fotorreceptores, y en la retina sana es una región 

avascular en la que se concentran otros inhibidores de la angiogénesis (4, 186). A 

juzgar por los resultados de la hibridación in situ, la PRL se expresa más 

débilmente en zonas vasculares de la retina como son la capa de las células 

ganglionares y la capa nuclear interna. Estos hallazgos sugieren que los 

fotorreceptores son la principal fuente de PRL retiniana. Si bien la localización 

celular de la producción de PRL en la retina vascular requiere mayor investigación, 

probablemente el endotelio vascular participa en la síntesis de esta hormona, dado 

que células endoteliales aisladas de capilares de retina de rata mantenidas en 

cultivo sintetizan y secretan PRL (178), y los vasos sanguíneos de las membranas 

fibrovasculares retrolenticulares de pacientes con retinopatía del prematuro 

expresan el ARN mensajero de esta hormona (115). 

El ARN mensajero que fue amplificado de la retina por medio de RT-PCR, 

tiene un tamaño equivalente al que codifica para la PRL nativa. Sin embargo, el 

análisis por Western blot de las PRLs retinianas reveló tres entidades discretas 

con movilidades electroforéticas relativas correspondientes a 16, 23 y 46 kDa. 

Estos resultados demuestran que en la retina, al igual que lo que ocurre en otros 

tejidos donde se expresa el gen de la PRL (116, 187), se generan variantes 

moleculares de la PRL por medio de modificaciones postraduccionales, y no por 

procesamiento alternativo del ARN mensajero. De acuerdo con su peso molecular 

aparente, la proteína de 23 kDa podría corresponder a la PRL nativa, mientras que 

la proteína de 46 kDa probablemente representa un dímero formado por dos 



moléculas de PRL nativa, como los que se han detectado en otros tejidos 

productores de la hormona (116).  Finalmente, la proteína inmunoreactiva de 16 

kDa detectada en la retina parece corresponder al fragmento amino-terminal de la 

PRL, a juzgar por su afinidad con el anticuerpo INN-1 que es selectivo a un 

epítope ubicado en el extremo amino de la PRL, pero no con el anticuerpo INN-

368 que reconoce el extremo carboxilo. La determinación de la naturaleza de este 

fragmento 16K es relevante, ya que se ha demostrado que el procesamiento 

proteolítico de la PRL por trombina genera un fragmento carboxilo terminal de 

16kDa  (aminoácidos 55-199) que carece de actividad antiangiogénica (99).  

 El siguiente paso en nuestro trabajo fue determinar si las MMP son 

responsables de la generación de la vasoinhibina en la retina. Se sabe que varias 

MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 y MMP-13) convierten 

parcialmente a la PRL en vasoinhibina (95), que las MMP-1, MMP-2, MMP-3 y 

MMP-9 están presentes el humor vítreo y que su concentración puede aumentar 

durante la retinopatía diabética (188). Con este propósito inyectamos 

intravitrealmente a la PRL en la presencia o ausencia de GM-6001, un inhibidor de 

amplio espectro de las MMP y observamos que la PRL es modificada hacia Vi por 

el humor vítreo, y que dicho inhibidor bloquea dicho procesamiento.  Por lo tanto, 

concluimos que MMPs presentes en el humor vítreo participan en la generación de 

las Vi locales. 

 El hallazgo de que la PRL es sintetizada en la retina y que esta puede ser 

procesada hacia Vi, sugiere que esta última es parte del grupo retiniano de 

inhibidores fisiológicos de la angiogénesis. En apoyo a esta hipótesis, 

encontramos que la inmunización pasiva que resulta de la inhibición de las 

prolactinas retinianas, triplicó el número de vasos sanguíneos y el área capilar de 

la retina interna. Esta acción se debe a la inmunoneutralización de las Vi 

endógenas, ya que los anticuerpos que no las reconocen carecieron de efecto. El 

hecho de que la inmunoneutralización de las Vi induce una fuerte respuesta 

angiogénica en la retina sugiere que esta molécula es un inhibidor crucial de la 

angiogénesis en este tejido.  En apoyo al papel supresor de las Vi sobre la 

angiogénesis retiniana, encontramos que la inyección intravitreal de ARNi dirigidos 



contra la PRL estimularon la neovascularización. La inhibición de la expresión de 

la PRL empleando esta metodología resultó en una respuesta neovascular 

semejante a la observada con los anticuerpos anti-PRL, sugiriendo que ambos 

métodos tienen una eficacia  similar para bloquear las acciones anti-angiogénicas 

de la Vi. Sin embargo, a diferencia de los experimentos con anticuerpos, la 

inyección intravitreal de ARNi indujo también a un incremento significativo (32%) 

en el diámetro de los vasos sanguíneos. El incremento en el calibre vascular es 

semejante al inducido por la expresión de VEGF mediante un vector adenoviral en 

la retina del ratón (134), y sugiere que la PRL o las moléculas derivadas de ella 

ejercen un poderoso efecto vasoconstrictor en la vasculatura retiniana.  

La falta de efecto vasodilatador de los anticuerpos en contraste con el del 

ARNi es intrigante. Dado que la acción del ARNi es pretraduccional, la 

vasodilatación podría ser el reflejo de la inhibición colectiva de todas las especies 

de PRL. Sin embargo, la Vi retiniana podría ser la PRL vasoconstrictora más 

potente, ya que este fragmento molecular, pero no la PRL nativa, inhibe la 

activación de la isoforma endotelial de la sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS) 

inducida por bradicinina y acetilcolina (98). Esta acción de la Vi lleva a la inhibición 

de la vasodilatación, a juzgar por el reporte de que la Vi bloquea la relajación 

dependiente de endotelio de segmentos aislados de aorta y de vasos coronarios 

de rata en respuesta a acetilcolina y bradicinina (98). Debido a que la Vi inhibe la 

activación de eNOS con mayor eficacia que la proliferación de células endoteliales 

(0.1 vs 1 nM, respectivamente) (98), es posible que solo se pueda observar la 

inhibición de la vasodilatación en condiciones que produzcan un bloqueo muy 

eficaz de su síntesis, como ocurre con el tratamiento con ARNi. 

El incremento tanto del diámetro como de la permeabilidad vascular, están 

estrechamente vinculados con el establecimiento de la angiogénesis y al edema 

macular (183, 189) . Por un lado la vasodilatación es el primer paso del proceso 

angiogénico, el cual al ser acompañado por un aumento de la permeabilidad y la 

degradación de la matriz extracelular, favorece la migración y proliferación del 

endotelio. De hecho, la dilatación de los vasos sanguíneos de la retina es una de 

las primeras y más frecuentes manifestaciones de la retinopatía diabética  (132, 



183, 189), y tiene lugar en respuesta al VEGF,  que es el factor más potente de 

inducción de angiogénesis en la retina (126, 139). El edema macular puede 

presentarse en cualquier etapa de la retinopatía diabética, si bien su incidencia se 

incrementa con la duración de la diabetes y la severidad de la retinopatía. Esta 

condición se caracteriza por una vasopermeabilidad exacerbada así como por la 

pérdida de la integridad de las uniones estrechas del endotelio, permitiendo la 

difusión de proteínas séricas y de lípidos al espacio intra-vitreal.  

 Los resultados obtenidos muestran que la inyección intravitreal de Vi 

bloquea totalmente los efectos vasodilatadores del VEGF y reduce 4 veces el 

incremento en la vasopermeabilidad inducido por este factor en la retina. Estas 

acciones de las Vi son consistentes con su efecto inhibitorio sobre la activación de 

eNOS en respuesta al VEGF (98), que es el mecanismo por el cual el VEGF 

induce la vasodilatación y estimula la vasopermeabilidad. En apoyo a esta 

hipótesis, la co-administración de Vi con VEGF resulta en una reducción a niveles 

basales de la producción de NO evaluado por el método de citrulina tritiada.  El 

hecho de que las Vi interfieran con ambos efectos del VEGF, las señala como 

candidatos potenciales capaces de contrarrestar estos cambios durante la 

retinopatía diabética no proliferativa. Pero además, las Vi también pueden interferir 

con los efectos vasoproliferativos y antiapoptóticos del VEGF y de otros factores 

angiogénicos.  Las Vi inhiben la proliferación de células endoteliales en cultivo 

inducida por el VEGF y por el FGF (96), y promueven la apoptosis de los vasos 

retinales (115), a través de acciones proapoptóticas directas sobre las células 

endoteliales (102). Por lo tanto, la acción protectora de las Vi podría extenderse a 

las diferentes fases de la retinopatía diabética y ser efectiva para bloquear los 

efectos de diversos factores angiogénicos.  

 Los resultados del presente trabajo sugieren que la Vi ocupa una posición 

clave previniendo la angiogénesis en la retina del adulto. Esta función 

antiangiogénica crucial es consistente con observaciones de que la Vi es efectiva 

antagonizando diversos inductores de la angiogénesis ocular como el VEGF y el 

bFGF (113, 185). De hecho, la Vi también es efectiva antagonizando la 

angiogénesis retiniana inducida por isquemia (185). La caída en la expresión de la 



PRL podría ser un factor que contribuya a la progresión de las retinopatías 

vasoproliferativas. En la mayoría de las situaciones, la angiogénesis ocular es 

activada por isquemia (una baja en la concentración de oxígeno), la cual se sabe 

regula positiva y negativamente a estimuladores e inhibidores de la angiogénesis, 

respectivamente (11, 190). Se ha demostrado que la hipoxia disminuye la síntesis 

de PRL y su conversión a Vi mediada por catepsina D, en células tumorales de 

hipófisis de rata (190). Además, se ha correlacionado la presencia de Vi con la 

involución de membranas fibrovasculares en pacientes con retinopatía del 

prematuro, y se propuso que podrían participar en detener el proceso angiogénico 

a través de inducir apoptosis de las células endoteliales (115). Es sabido que este 

padecimiento involuciona espontáneamente en un número importante de casos 

debido a la regresión vía apoptosis de los neovasos oculares (115, 133, 163). El 

papel de la Vi en la regresión vascular se apoya en sus propiedades 

proapoptóticas (102), y en la observación de que la administración intravitreal de 

anticuerpos anti-PRL en ratas neonatales causa una reducción importante en la 

apoptosis de la vasculatura hialoidea (115), una red transitoria de vasos 

intraoculares fetales que en la rata normalmente sufren regresión espontánea 

después del nacimiento. 

 Las Vi oculares podrían derivarse  no solo  del procesamiento proteolítico 

de la PRL ocular, sino también de aquella de origen sistémico, importada al ojo por 

un mecanismo de captura activa (115). Se ha demostrado la incorporación de PRL 

marcada radiactivamente e inyectada en la circulación sistémica en  diversos 

tejidos oculares incluyendo la retina, la coroides y los cuerpos ciliares (191). En 

este sentido, se ha reportado que la concentración sanguínea de PRL se 

encuentra elevada en pacientes con retinopatía del prematuro (115). Además es 

interesante señalar que la leche materna reduce la incidencia de retinopatía del 

prematuro (173), lo cual podría tener relación con las altas concentraciones de 

PRL presentes en la leche materna (192), la cual se sabe tiene acceso a la 

circulación sistémica del lactante (174), de donde su importación al ojo le 

permitiría ser procesada hacia Vi con propiedades antiangiogénicas y 

proapoptóticas (115). 



 En conclusión, en el presente estudio se demuestra que en la retina se 

expresa y se sintetiza la PRL la cual es procesada post-traduccionalmente a Vi por 

la acción de las MMP intraoculares. Las Vi deprimen de forma tónica la 

angiogénesis y la vasodilatación.  Estos efectos parecen estar mediados por la 

capacidad de estos fragmentos de la PRL de reducir la actividad de eNOS. En 

apoyo a lo anterior, encontramos que las Vi bloquean de manera eficiente los 

incrementos en el diámetro vascular y en la vasopermeabilidad que son inducidos 

por la administración intravitreal de VEGF. Estos hallazgos abren la posibilidad de 

considerar a la PRL y sus variantes moleculares como herramientas potenciales 

para el tratamiento de las retinopatías vasoproliferativas.  
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