UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

Campus UNAM Juriquilla, Querétaro.

“EFECTO DE LAS VASOINHIBINAS SOBRE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO
ENDOTELIAL: MECANISMOS DE TRANSDUCCION E IMPLICACIONES FUNCIONALES”

TESIS

Que para obtener el Grado de

DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

Presenta

M en C. Celina Garcia Meléndrez

Directora de Tesis

Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez

Juriquilla, Querétaro. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



\mwfm WO 7 35

\;”m"" UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGi,A
CAMPUS UNAM JURIQUILLA, QUERETARO.

“Efecto de las vasoinhibinas sobre la produccion de
oxido nitrico endotelial: mecanismos de
transduccion e implicaciones funcionales”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA

M en C. Celina Garcia Meléndrez

DIRECTORA DE TESIS

Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez

Juriquilla, Querétaro. 2009



Este trabajo se realizé en el Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM, bajo la direccion de la Dra. Maria del Carmen
Clapp Jiménez, contando con el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

(CONACYT) bajo el nimero de becario 176233.



AGRADECIMIENTOS

Al Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

A mi tutora, la Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez por aceptarme en su
laboratorio y por la asesoria y apoyo que me brindo durante el desarrollo de la tesis. Asi
como al Dr. Gonzalo Martinez de la Escalera.

A los integrantes del comité tutoral, el Dr. Luis Vaca y el Dr. Manuel Aguilar; y a
los miembros del jurado: Dr. Alfredo Varela, Dra. Patricia Joseph, Dra. Norma Bobadilla y
Dr. Julio Morén.

Al Nut. Fernando Lopez y al M. en C. Gabriel Nava por su apoyo técnico a lo largo
del desarrollo de la tesis. Ademads agradezco su amistad dentro y fuera del laboratorio.

A Antonio Prado y Daniel Mondragén por su asistencia cotidiana en el trabajo
experimental, ademas de su valiosa amistad.

A la Q. Leonor Casanova, por la coordinacion profesional de las actividades y
tramites administrativos del posgrado. También agradezco la ayuda administrativa de Maria
del Carmen Vazquez, Yolanda Orduiia y Magdalena Reyes.

Ademas agradezco el apoyo de los miembros de la biblioteca y de otros servicios y
unidades de apoyo del Instituto de Neurobiologia representadas por: el Dr. Francisco
Valles, el MVZ. Martin Garcia, la Lic. Lourdes Lara, el ISC. Omar Gonzélez y el M. en C.
Alberto Lara.

A todos mis compaiieros ausentes y presentes de los laboratorios de la Dra. Clapp y
del Dr. Martinez de la Escalera con quienes comparti momentos muy especiales dentro y
fuera del laboratorio.



DEDICATORIA

A wls padres Ragquel Yy Policarpot,
a mis hermanos ). Guadalupe, Elvira, Brnesto, nma Y Rubén
Y a mis sobrinos Carlos, Dyana, Diego, Marlene Yy David.



INDICE

ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt ettt e e st et e e s e s et enbeensesneenneas 1

RESUMEN L.ttt ettt ettt ettt ettt st e bt et e s et e bt entesaeenbeeneesneenneas 2

ABREVIATURAS ...ttt ettt et e bt et e e naeennens 4

INTRODUCCION .......ottiomrirniiseeise i et sssee st 5

ANGIOZEOMESIS ...ttt ettt ettt et e st e et e e eat e e bt e sbeebeesabeenbeaenbeeneenn 6

VASOINAIBDINAS ...ttt ettt 8

EINOS ...ttt ettt ettt et ae e rt e teenteerae st eteentenseeneentenseensens 10
Retinopatias vasoproliferatiVas ...............ccocceeceeeceeeseesieecieeeeeecieesee e esseesseessaesseesseesnnes 15
Retinopatian diGBEtiCa. ...............occueeiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 16
Vasoinhibinas y retinopatias vasoprolifertivas ................c.cccueevueeeeeeveeeceeesieesiieesseeseseenneens 18
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......ccooiiiiiiieieteeeeee et 21
HIPOTESIS ....oooeiireieeiiee e aeeeesses sttt 22
OBUIETIVOS ...ttt ettt b ettt et st e bt et et e s bt et eanesbeenneas 22
MATERIAL Y METODOS ....cccouiiimeimrrimreeseesssessessssessssessssssssesssssssssessssessssnees 24
ROACHIVOS ...ttt ettt ste ettt e 24
MUESIFAS AE PACIENLES ......cceeeeeeeeeieiieeiieeieeeie et te et e e te et e e teettessbeeseesabeebeesnbeeseesnseenns 24
CUILIVO COIULAT ...ttt ettt et e 25
ANIIMALES ...ttt ettt ettt ettt st ettt 25
INYeCCiONES INIFAVIIIEALES .............ceeeeeeeeieeeiieeecie e ete e ee e e steeesveeeaaeesreeesseeesnseeensseeens 26
Ensayo de permeabilidad in VItFo...............cccoeveeiiieiieiieeciieeeeeeee et 26
Ensayo de azul de Evans para medir la permeabilidad in Vivo ...............cccoceeeeeveecveennnnnn. 27
Cuantificacion de VEGF pOFr ELISA ..........ccccouooiiioiiiiieeieeeeeeeecieeeie et 28
WESIETII-DIOL ...ttt ettt ettt et ettt eb et eaee 28
Ensayo de 1a CItFULING ...............cccooecueiiiiiiiiiieeeeee ettt ettt et 29
Ensayo de fosfatasa de proteinas 24 ...........cuoeecueeeeeueeeciieeeeiieeiieeecieeseeeeseee s eeeenaee e 29
ANGLISIS @SIAAISTICO ...ttt ettt 29
RESULTADOS ...ttt ettt st et ettt s e e nbeeanens 31
DISCUSION .....ottvttmriireiere it sssesesse sttt 44
CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt ettt sttt ettt sbe et et esaeenbeeaeesbeennens 52
ANEXO (TabIa 1) 1ottt st sttt nbe e 53

REFERENCIAS ... e 54



ABSTRACT

Increased retinal vasopermeability contributes to diabetic retinopathy, the leading
cause of blindness in working-age adults around the world. Despite clinical progress,
effective therapy remains a major need. Vasoinhibins, a family of peptides derived from the
protein hormone prolactin, antagonize the proangiogenic effects of vascular endothelial
growth factor (VEGF), a primary mediator of retinal vasopermeability. Here, we
demonstrate a novel function of vasoinhibins as inhibitors of the increased retinal
vasopermeability associated with diabetic retinopathy. Vasoinhibins inhibit VEGF-induced
vasopermeability in bovine aortic and rat retinal capillary endothelial cells in vitro. In vivo,
vasoinhibins block retinal vasopermeability in diabetic rats and in response to intravitreous
injection of VEGF or of vitreous from patients with diabetic retinopathy. Inhibition by
vasoinhibins is similar to that achieved following immunodepletion of VEGF from human
diabetic retinopathy vitreous or blockage of NO synthesis with L-NAME, suggesting that
vasoinhibins inhibit VEGF-induced NOS activation. We further show that vasoinhibins
activate protein phosphatase 2A (PP2A), leading to eNOS dephosphorylation at serine''”
and, thereby, eNOS inactivation. Moreover, intravitreous injection of okadaic acid, a PP2A
inhibitor, blocks the vasoinhibin effect on endothelial cell permeability and retinal
vasopermeability. These results suggest that vasoinhibins have the potential to be

developed as new therapeutic agents to control the excessive retinal vasopermeability

observed in diabetic retinopathy and other vasoproliferative retinopathies.



RESUMEN

El desarrollo de la retinopatia diabética, que es la principal causa de ceguera en los
adultos de todo el mundo, depende del incremento en la permeabilidad vascular de la retina.
La fotocoagulacion con laser de la retina es el tratamiento convencional de la retinopatia
diabética, sin embargo esta terapia no es del todo efectiva y dafia por si misma a la retina.
Recientemente, el uso de anticuerpos contra el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), uno de los principales mediadores de la vasopermeabilidad retiniana, han ofrecido
resultados alentadores. Dado que las vasoinhibinas, una familia de péptidos derivados de la
hormona prolactina, antagonizan la actividad proangiogénica del VEGF en diversos lechos
vasculares, en el presente trabajo se plantearon dos objetivos principales: a) determinar la
eficacia de las vasoinhibinas para reducir el aumento en la vasopermeabilidad retiniana
caracteristica de la diabetes, y en su caso; b) determinar los posibles mecanismos de accion

involucrados.

Para abordar estos objetivos se emplearon modelos experimentales in vitro
consistentes en cultivos de células endoteliales de aorta bovina o de retina de rata. También
se emplearon modelos in vivo donde se analizd la vasopermeabilidad retiniana de ratas
sanas o diabéticas (después de 15 dias de haber sido inyectadas con estreptozotocina). La
tasa de vasopermeabilidad fue determinada in vitro, mediante el transporte de la peroxidada
de rabano a través de monocapas de células endoteliales. In vivo, la vasopermeabilidad

retiniana se evalud mediante el método del colorante azul de Evans.

Las vasoinhibinas inhibieron la vasopermeabilidad inducida in vitro por el VEGF y
también la vasopermeabilidad retiniana en respuesta a la inyeccion intravitreal de VEGF o

de extractos de vitreos de pacientes con retinopatia diabética. Asimismo, las vasoinhibinas



bloquearon la vasopermeabilidad retiniana que tiene lugar en ratas diabéticas. La magnitud
de la inhibicién inducida por las vasoinhibinas fue similar a la obtenida por la
inmunocaptura del VEGF de los vitreos de los pacientes con retinopatia diabética. Como el
efecto de las vasoinhibinas también pudo ser mimetizado por el bloqueo de la produccion
de oxido nitrico con L-NAME, se planteo la hipdtesis que las vasoinhibinas podrian inhibir
a las sintetasas de o6xido nitrico activadas en respuesta al VEGF y de esta forma reducir la
vasopermeabilidad. Dado que el VEGF incrementa la vasopermeabilidad a través de
fosforilar, y por ende activar a la sintetasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS) en el residuo
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de serina

via la cinasa de serina/treonina A (Akt), se determin6 la actividad de las
vasoinhibinas sobre la via de desfosforilacion de la eNOS en dicho residuo. Las
vasoinhibinas activaron a la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A), induciendo la
desfosforilacion de la eNOS en el residuo de serina''”, lo que resulto en la inactivacion de
la enzima. Més aun, el 4cido okadaico, que es un inhibidor selectivo de la PP2A, bloque6 el
efecto de las vasoinhibinas sobre la inhibicion de la permeabilidad en los cultivos celulares
y en los modelos in vivo de vasopermeabilidad retiniana.

Estos resultados en conjunto demuestran que las vasoinhibinas inhiben el aumento
en la vasopermeabilidad retiniana asociada con la retinopatia diabética antagonizando las
acciones del VEGF, por lo que podrian tener un interés terapéutico para el desarrollo de

agentes farmacolédgicos dirigidos a controlar el incremento en la vasopermeabilidad en la

retina caracteristico de la retinopatia diabética y de otras retinopatias vasoproliferativas.



ABREVIATURAS

Akt: Treonin cinasa A

AO: Acido okadaico

APEC: Asociacion para Evitar la Ceguera en México
ARN: Acido ribonucleico

ARVO: Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia
BAEC: Células endoteliales de la aorta de bovino
bFGF: Factor de crecimiento bésico de fibroblastos
Ca-CaM: Complejo de calcio-calmodulina

Ctl: Control

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
ELISA: Ensayo inmunoadsorbente acoplado a enzimas
eNOS: Sintetasa endotelial de 6xido nitrico

GMP: Guanosin monofosfato

L.p: Inyeccion intraperitoneal

iNOS: Sintetasa de 6xido nitrico inducible
L-NAME: No-Nitro-L-arginine methyl ester

MAPKs: Cinasas de proteinas activadas por mitogenos
MMP: Metaloproteasas de matriz

NFKB: Factor nuclear kappa B

nNOS: Sintetasa de 6xido nitrico neuronal

NO: Oxido nitrico

NOS: Sintetasas de 6xido nitrico

PBS: Amortiguador de fosfatos salino pH 7.4
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PI3K: Proteina fosfoinositido 3 cinasa

PP2A: Fosfatasa de proteinas 2A

PRL: Prolactina

Rap: Rapamicina

rpm: Revoluciones por minuto

RRCEC: Células endoteliales de capilares de la retina de rata
TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

VEGEF: Factor de crecimiento endotelial vascular



INTRODUCCION

La retinopatia diabética es la principal causa de ceguera en los adultos de todo el
mundo. Aproximadamente el 80% de los pacientes con diabetes desarrollan retinopatia
diabética al cabo de las primeras dos décadas del padecimiento y se estima que estos
nimeros van a la alza, lo cual hace que la diabetes en general, y la retinopatia diabética en
particular, sean un problema mayor de salud publica a nivel mundial. Se cree que el factor
desencadenante de la retinopatia diabética es la hiperglicemia cronica caracteristica de la
diabetes mellitus, la cual promueve la apoptosis de los pericitos y de las células endoteliales,
asi como el engrosamiento de la membrana basal vascular y un incremento de la
vasopermeabilidad retiniana, evento que antecede y determina la formacion de vasos
sanguineos. Por lo que resulta fundamental encontrar nuevos factores capaces de prevenir la
angiogénesis retiniana, y en particular el incremento de la vasopermeabilidad ya que eso
permitiria desarrollar estrategias alternativas para prevenir la ceguera a consecuencia de la
retinopatia diabética.

En ese sentido, se demostr6 que las vasoinhibinas, una familia de fragmentos
derivados de la hormona prolactina (PRL), inhiben la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis), la supervivencia vascular y la vasodilatacion (Clapp et al., 2006). Las
vasoinhibinas actian directamente sobre las células del endotelio vascular inhibiendo las
acciones proangiogénicas del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Clapp et al.,
1993, Gonzalez et al., 2004), asi como el efecto vasodilatador de sustancias como la
acetilcolina y la bradicinina (Gonzalez et al., 2004). Estas acciones parecen involucrar el

bloqueo la produccion del 6xido nitrico (NO) endotelial (Gonzalez et al., 2004), un



importante mediador de la vasopermeabilidad (Ziche y Morbidelli 2000, Walford y Loscalzo
2003).

Estudios recientes muestran que la transformacion de la PRL a vasoinhibinas tiene lugar
en la retina y que dichos péptidos participan en la inhibicidon natural de la angiogénesis en
este organo (Aranda et al., 2005). Estas observaciones tienen particular interés ya que
apuntan hacia un posible valor terapéutico de las vasoinhibinas para controlar las
alteraciones vasculares de la retinopatia diabética. Ademas, dado que las propiedades
antiangiogénicas y vasoconstrictoras de las vasoinhibinas ocurren via la inhibicién del NO
endotelial y que la produccion de NO en el endotelio también resulta en un aumento en la
vasopermeabilidad, es posible que las vasoinhibinas inhiban el aumento en la
vasopermeabilidad retiniana que tiene lugar en la retinopatia diabética.

A continuacion se conforma el marco tedrico del presente estudio a través de revisar
aspectos generales de la angiogénesis, de las vasoinhibinas y de la produccion NO por las
sintetasas de NO (NOS), particularmente por la sintetasa de NO endotelial (eNOS). Se
aborda también el tema de la angiogénesis ocular y de los mecanismos que llevan a las
alteraciones vasculares que caracterizan a la retinopatia diabética.

Angiogénesis

El proceso de formacion de nuevos vasos capilares sanguineos a partir de vasos pre-
existentes se conoce con el nombre de angiogénesis. Este proceso ocurre muy activamente
durante el desarrollo embrionario y fetal, donde es esencial para el crecimiento y
diferenciacion de los tejidos. En el adulto, la red capilar se renueva muy lentamente y la
angiogénesis estd confinada a eventos en el aparato reproductor femenino. Por ejemplo, en
el desarrollo de los foliculos ovaricos, la formacion del cuerpo luteo, el establecimiento de

la placenta y el crecimiento de la glandula mamaria (Carmeliet 2003). La angiogénesis



también es esencial en procesos de reparacion y cicatrizacion tisular a consecuencia de
lesiones o fracturas (Folkman y Shing 1992). Sin embargo, el enorme interés por entender
los mecanismos que regulan la angiogénesis es consecuencia del reconocimiento de
diversas patologias que dependen de la sobreproduccion de neovasos. La angiogénesis
determina el desarrollo de los tumores soélidos (Folkman 1992). Los nuevos vasos
sanguineos permiten al tumor alcanzar una tasa de crecimiento maxima al aportar oxigeno
y nutrimentos y extraer sustancias de desecho. Ademas, los nuevos capilares proveen una
ruta para la migracion de las células tumorales hacia la formacion de tumores secundarios o
metastasis (Folkman 1992). Otro padecimiento dependiente de la angiogénesis es la artritis
reumatoide, en la que los nuevos vasos sanguineos invaden y destruyen el cartilago de la
articulacion (Folkman 1995). Mas atin, las principales patologias de la retina que incluyen a
las retinopatias vasoproliferativas y que son las principales causas de ceguera en la infancia
(retinopatia del prematuro), en pacientes diabéticos (retinopatia diabética) y en personas
mayores de 65 afios (degeneracion macular asociada con la edad) dependen de la
sobreproduccion de vasos sanguineos en la retina (Adamis et al., 1999, Dorrell et al., 2007).
Dada la importancia de la angiogénesis, tanto en procesos fisioldgicos como patoldgicos, se
ha dedicado un importante esfuerzo a la identificacion y caracterizacion de factores
moleculares que intervienen en su regulacion, con la esperanza de que aquellos agentes
capaces de controlar el crecimiento vascular pudieran ser utilizados como una opcion para
el tratamiento de las patologias mencionadas.

La funcion endotelial estd regulada por multiples factores estimulatorios e inhibitorios
que actiian sobre las diferentes fases del proceso angiogénico. A saber, la proliferacion,
migracion, asociacion, y diferenciacion de células endoteliales en capilares (Folkman y

Shing 1992). Muchos de estos factores son de origen enddcrino y paracrino, pero también



autdcrino, es decir, producidos por las propias células endoteliales (Folkman y Shing 1992).
Entre los factores proangiogénicos sobresalen el factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) (Collin-Osdoby et al., 2002), el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) (Roberts et al., 1986), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Smits et al., 1989) y el VEGF (Ferrara y Henzel 1989) entre otros. Por su parte, los
factores antiangiogénicos mayoritariamente incluyen a productos que resultan del
procesamiento proteolitico de proteinas de mayor tamafio frecuentemente inactivas en la
angiogénesis como la angiostatina, un grupo de fragmentos internos del plasminogeno (Cao
et al., 2002); la endostatina, un fragmento de la colagena tipo XVIII (O’Reilly et al., 1997);
un fragmento de la antitrombina (O’Reilly et al., 1999) y las vasoinhibinas (Clapp et al.,
2006).
Vasoinhibinas

Las vasoinhibinas representan a una familia de péptidos derivados de la protedlisis de
la hormona PRL que poseen acciones antiangiogénicas y vasoconstrictoras (Clapp et al.,
2006). Se producen por la accion de proteasas del tipo de la catepsina D (Baldochi et al.,
1993), la proteina morfogénica de hueso tipo 1 (Ge et al., 2007) y por las metaloproteasas
de matriz (MMP) (Macotela et al., 2006). La proteolisis enzimdatica de la PRL humana por
catepsina D produce vasoinhibinas de 15 kDa, 16.8 kDa y 17.2 kDa (Piwnica et al., 2004),
la proteina morfogénica de hueso tipo 1 genera vasoinhibinas de 18 kDa, mientras que las
MMP (1, 2, 3, 8, 9 y 13) vasoinhibinas de 17 kDa, 16 kDa y 14 kDa (Macotela et al., 2006).

Si bien, la incubacion in vitro de la PRL con diversas proteasas genera a las
vasoinhibinas, es poco lo que se sabe acerca de su produccion in vivo. Al respecto, se ha
propuesto que la catepsina D presente en los granulos de secrecion de PRL de los

lactotropos hipofisiarios procesa la PRL hacia vasoinhibinas (Cruz-Soto et al., Abstract



ENDO 2008) y que las MMP secretadas por el cartilago generan vasoinhibinas a partir de
la PRL presente en el liquido sinovial (Macotela et al., 2006). En apoyo a la generacion
fisiologica de vasoinhibinas, se ha reportado la presencia de estos péptidos en la hipofisis
(Clapp et al., 1994, Torner et al., 1995) y en varios tejidos extrahipofisiarios incluyendo al
tejido neural hipotalamico (Torner et al., 2004) y en tejidos ya sea avasculares como el del
cartilago (Macotela et al., 2006) o donde la vasculatura se encuentra altamente restringida
como el de la retina (Aranda et al., 2005).

Las vasoinhibinas actian como potentes inhibidores de la angiogénesis in vivo,
inhibiendo la angiogénesis en la membrana corioalantoidea del embrion de pollo (Clapp et
al., 1993), la angiogénesis inducida por el bFGF en la cornea de la rata (Duefas et al.,
1999), y la vascularizacion y crecimiento de tumores en animales inmunosuprimidos
(Bentzien et al., 2001, Kim et al., 2003). Las vasoinhibinas actuan directamente sobre las
cé¢lulas endoteliales que conforman los vasos capilares sanguineos inhibiendo su
proliferacion en respuesta al VEGF y al bFGF (Clapp et al., 1993, Tabruyn et al., 2005), la
migracion inducida por la interleucina 1-f3 (Lee et al., 1998), y la supervivencia endotelial
(Martini et al., 2000).

Ensayos de union y entrecruzamiento utilizando vasoinhibinas marcadas
isotopicamente muestran la presencia de sitios de union especificos, saturables y de alta
afinidad (Kd 1 nM) en membranas de células endoteliales aisladas (Clapp y Weiner 1992).
Estos sitios de union se asocian a proteinas de 32 y 52 kDa que pueden representar los
receptores responsables de mediar los efectos de las vasoinhibinas. La naturaleza quimica
de estos posibles receptores no se ha dilucidado, si bien se conocen algunos de los
mecanismos de su sefializacion (Clapp et al., 2006, Clapp et al., enviado para su

publicacion). Por ejemplo, las vasoinhibinas inhiben la activacion de las cinasas de



proteinas activadas por mitégenos (MAPKs) a nivel de Ras (D'Angelo et al., 1995,
D'Angelo et al., 1999), inhiben la actividad de la urokinasa activadora del plasminégeno via
la expresion del inhibidor del plasmindgeno tipo 1 (Lee et al., 1998), y estimulan la
apoptosis del endotelio vascular a través de la activacion de las caspasas 1, 3, 8 y 9 via el
factor nuclear kappa B (NFKB) y la inhibicion de la accion anti-apoptdtica de miembros de
la familia Bcl-2 (Martini et al., 2000, Tabruyn et al., 2003). Ademads, estudios recientes
muestran que donadores de NO bloquean el efecto inhibitorio de las vasoinhibinas sobre la
proliferacion endotelial inducida por el VEGF (Gonzalez et al., 2004), lo que sugiere que el
efecto antiproliferativo de las vasoinhibinas puede deberse a su efecto sobre la inhibicion
de la sintetasa de o0xido nitrico endotelial (eNOS) y por consecuencia de la produccion de
NO. La inhibiciéon de la eNOS resulta en otros efectos asociados a la homeostasis vascular
como es la regulacién del tono vascular. Las vasoinhibinas bloquean la activacion de la
eNOS inducida por dos importantes vasodilatadores, la acetilcolina y la bradicidina, e
interfieren con sus efectos sobre la dilatacion de segmentos aislados de aorta de conejo y de
vasos coronarios de rata y de cobayo (Gonzalez et al., 2004).
eNOS

El NO es un radical libre que posee una gran diversidad de efectos en el organismo,
entre los que sobresalen acciones sobre la neurotransmision, el sistema cardiovascular y la
inflamacion (Geller y Billar 1998). En células de mamiferos se produce por accion de tres
enzimas llamadas en conjunto sintetasas de NO (NOS). Y aunque son codificadas por genes
diferentes, comparten entre ellos un 50-60% de similitud en su secuencia (Geller y Billar
1998), en los casos en los que estas isoformas han sido clonadas en mas de una especie el
grado de similitud entre las diferentes especies para una misma isoforma es de alrededor de

90% (Geller y Billar 1998). Este grupo de enzimas catalizan la oxidacion de cinco
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electrones de uno de los nitrogenos del grupo guanidino de la L-arginina, formando NO y
L-citrulina como subproducto en una relacion equimolar.

Hasta el momento, se han descrito la NOS neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y
la inducible (iNOS). Dos de estas isoenzimas, la nNOS y la eNOS, estdn continuamente
presentes y por lo tanto son llamadas constitutivas ademas de que dependen de calcio para
su activacion, mientras que la iNOS, como su nombre lo indica, requiere que su expresion
sea inducida por ciertas citocinas y lipopolisacaridos y su actividad es independiente de
calcio.

El NO producido por el endotelio vascular en respuesta a estimulos fisicos y
quimicos por accion de la eNOS estimula la vasorelajacion, la permeabilidad vascular y
disminuye la adhesion de leucocitos y plaquetas a las células endoteliales (Ziche y
Morbidelli 2000, Walford y Loscalzo 2003). El NO, producto de la eNOS, estimula
también la angiogénesis a través de promover la proliferacion, la permeabilidad y la
migracion de las células endoteliales y disminuir su apoptosis (Gao et al., 2002). Se ha
mostrado que el NO induce la neovascularizacion de heridas (Schwentker et al., 2002) y
tumores (Fukumura y Jain 1998), y que la angiogénesis disminuye en el raton knockout
para la eNOS (Murohara et al, 1998) y también después del tratamiento con inhibidores
farmacoldgicos o naturales de la eNOS en respuesta al VEGF (Papapetropoulos et al., 1997,
Jang et al., 2000).

El VEGF promueve la vasopermeabilidad favoreciendo el flujo de solutos tanto de
manera paracelular como transcelular; altera a las proteinas que forman las uniones
estrechas (Kevil et al., 1998) mediante la redistribucion de las ocludinas (Antonetti et al.,
1998), y favorece la formaciéon de caveolas en las células endoteliales (Feng et al., 1999).

Cabe senalar que el VEGF no estimula la permeabilidad en el raton knockout de la eNOS
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(Fukumura et al., 2001) y los inhibidores de las NOS previenen la hiperpermeabilidad
inducida por el VEGF en ratas (Tilton et al., 1999).

Si bien la eNOS puede ser regulada por mecanismos que estimulan o inhiben su
expresion, su activacion depende fundamentalmente de mecanismos postraduccionales (Wu
2002). Dentro de dichos mecanismos resaltan por su importancia los cambios
conformacionales de la eNOS asociados a su unién con el complejo de calcio-calmodulina
(Ca-CaM). El aumento en la movilizacion de calcio intracelular y la consecuente
formacion/activacion del complejo Ca-CaM es central para la activacion de la eNOS
(Dudzinski et al., 2005). Ademas, la fosforilacion de ciertos de sus residuos de serina y
treonina (Boo y Jo 2003) es necesaria para la activacion de la eNOS. Ambos mecanismos
estan interrelacionados ya que se ha propuesto que la fosforilacion del residuo de serina''”
facilita la union de la eNOS al complejo Ca-CaM (McCabe et al., 2000).

El NO media los efectos vasoproliferativos y vasopermeables del VEGF
(Papapetropoulos et al., 1997, Parenti et al., 1998, Shizukuda et al., 1999, Tilton et al.,
1999, Fukumura et al., 2001, Gelinas et al., 2002, Kimura y Esumi 2003) a través de
inducir la fosforilacion de la serina''” de la eNOS. Precisamente, el VEGF activa a la
proteina fosfoinositido 3 cinasa (PI3K), que a su vez fosforila/activa a la treonin cinasa A
(Akt), enzima responsable de fosforilar la serina''” de la eNOS (Dimmeler et al., 1999,

1179 .
7 puede ser revertida por la

Fulton et al., 1999). Por otro lado, la fosforilacion de la serina
accion de la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A) (Michell et al., 2001, Greif et al., 2002), lo
que resulta en la inactivacion de la eNOS. Mas ain, la PP2A puede interferir

indirectamente con la fosforilacion de la eNOS a través de desfosforilar/inactivar a Akt

(Ugi et al., 2004).
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La importancia de los procesos de fosforilacion/desfosforilacion para la actividad de
eNOS es tal que inhibir la fosforilacion de eNOS puede bloquear su activacion a pesar de la
presencia de calcio intracelular (Li et al., 2004) y su ocurrencia activa a la eNOS aun en
ausencia de un aumento en el calcio citosolico (Fulton et al., 1999). Ademas, la
transfeccion de células endoteliales con una construccion de eNOS en la que se ha
intercambiado la serina''” por un aspartato (S1179D) para mimetizar la fosforilacion en
este residuo, estimula significativamente la produccién de NO y la migracion de las células
endoteliales atin en ausencia de calcio citosolico (Dimmeler et al., 1999, Fulton et al., 1999,
Dimmeler et al., 2000, McCabe et al., 2000). Por el contrario, la transfeccion con una
mutante no fosforilable de la eNOS, donde se le ha intercambiado la serina''” por una
alanina (S1179A) disminuye la producciéon de NO endotelial atin en presencia de calcio
citosolico (Dimmeler et al., 1999, Fulton et al., 1999), e interfiere con los efectos
proangiogénicos del VEGF (Dimmeler et al., 2000).

Dado que las vasoinhibinas bloquean la activacion de la eNOS (Gonzalez et al.,
2004) es posible que dicho efecto implique la inhibicion de la fosforilacion de esta enzima.
La fosforilacion/activacion de la eNOS se ha ligado con funciones vasculares dependientes
del NO que incluyen la vasodilatacion, la vasopermeabilidad y la angiogénesis (Ziche y
Morbidelli 2000, Fukumura et al., 2001, Walford y Loscalzo 2003), y representa un
importante sistema de regulacion bajo condiciones fisiologicas y patologicas. En este
mismo sentido, se ha reportado que ratones transgénicos que expresan solamente una forma
constitutivamente fosforilada de la eNOS, debido a que presentan una mutaciéon que
intercambia la serina''”’ por un aspartato (S1179D) en la misma posicion, responden mejor
a factores vasorelajantes y muestran una incrementada reperfusion durante la isquemia,

reduciendo asi la severidad de los infartos cerebrales (Atochin et al., 2007). Ademas del

13



VEGF, el estrés mecanico inducido por el flujo sanguineo y factores vasoactivos,
incluyendo a hormonas como la insulina (Montagnani et al., 2001) y los estrégenos
(Hisamoto et al., 2001), inducen la fosforilacion de la eNOS. La desfosforilacion de la

- 11
se€rima 7

por la accién de las vasoinhibinas puede por lo tanto representar un mecanismo
comun por el cual las vasoinhibinas contrarrestan los efectos de varias sustancias
vasoactivas.

El reconocimiento del papel de los vasos sanguineos en el crecimiento y
funcionamiento de diversos tejidos, asi como en el establecimiento y la progresion de un
amplio espectro de padecimientos ha despertado un interés considerable en la identificacion
de factores antiangiogénicos, proapoptoticos e inhibidores de la permeabilidad vascular que
pudieran representar herramientas terapéuticas capaces de bloquear la formacion de
neovasos, la extravasacion de fluidos o de promover la involucion vascular. El ojo es uno
de los organos en los que se presenta un control estricto de la proliferaciéon y funcion
vascular (Gariano y Gardner 2005). El control de estos procesos es central para el
funcionamiento ocular y su alteracion conlleva a un grupo de enfermedades conocidas
como retinopatias vasoproliferativas que son la principal causa de ceguera a nivel mundial
(Adamis et al., 1999, Qaum et al., 2001, Keshet 2001, Cai y Boulton 2002, Wheatley et al.,
2002, Gariano y Gardner 2005, Dorrell et al., 2007). En las siguientes secciones se describe
la influencia de la angiogénesis en el desarrollo de estos padecimientos, en particular sobre
la retinopatia diabética, asi como evidencias de que las vasoinhibinas podrian representar
factores reguladores de la angiogénesis ocular tanto en condiciones fisiologicas como

patologicas.
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Retinopatias vasoproliferativas

En el adulto sano, el ojo contiene varios compartimentos avasculares, incluyendo a
la cornea, el cristalino, el humor vitreo y la mitad externa de la retina (Adamis et al., 1999,
Dorrell et al., 2007). Cuando estas estructuras se vascularizan y se promueve la
vasopermeabilidad, la agudeza visual disminuye, se genera opacidad ocular, y se producen
las retinopatias vasoproliferativas, que incluyen a la retinopatia diabética, la retinopatia del
prematuro y a la degeneracion macular asociada con la edad. La diabetes afecta
aproximadamente al 10% de la poblacion mundial y la retinopatia diabética es la principal
causa de ceguera en personas entre los 20 y los 65 afios de edad (Klein et al., 1994, Yam y
Kwok 2007). Se considera que después de 20 afios con diabetes, el 98% de los pacientes
con diabetes tipo 1 y mas del 60% de los pacientes con diabetes tipo 2 presenta algun tipo
de retinopatia (Klein et al., 1994, Gariano y Gardner 2005, Yam y Kwok 2007). Asimismo,
la retinopatia del prematuro es un problema de salud en paises del tercer mundo como el
nuestro. Se estima que el 66% de los infantes prematuros desarrolla retinopatia 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 1 kg (Reynolds 2001, Wheatley et al., 2002). Si bien, la
retinopatia del prematuro puede ser controlada mediante la fotocoagulacion de los neovasos
durante las primeras semanas fuera de la incubadora (Reynolds 2001) esta practica no es
siempre factible en los centros nacionales de salud y muchos de estos nifios pierden la vista.
Finalmente, la degeneracion macular asociada con la edad representa la principal causa de
ceguera en personas mayores de 60 afios (Antoniak et al., 2008). El comin denominador de
las retinopatias vasoproliferativas, al igual que de otros padecimientos que dependen de la

angiogénesis, es la hipoxia tisular que es a su vez la consecuencia de una reduccion severa
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o completa en la perfusion sanguinea (isquemia) (Gariano y Gardner 2005). A continuacion
se detallan los mecanismos propuestos para el desarrollo de la retinopatia diabética.
Retinopatia Diabética

La retinopatia diabética es la principal causa de ceguera en los adultos de todo el
mundo (Klein et al.,, 1994, Mohamed et al., 2007, Yam y Kwok 2007). En México se
estima que si bien el 10% de la poblacién padece diabetes, so6lo 7 de cada 10 diabéticos han
sido debidamente diagnosticados, y por lo tanto han iniciado algiin tratamiento para su
control. Se acepta que el factor desencadenante de la retinopatia diabética es Ia
hiperglicemia crénica, la cual promueve la apoptosis de las células asociadas al capilar
llamadas pericitos y de las células endoteliales, asi como el engrosamiento de la membrana
basal capilar y un incremento de la vasopermeabilidad retiniana. Dicho incremento resulta
en multiples hemorragias y en la generacion de exudados que interfieren con la vision
cuando ocurren en la macula (Knudsen et al., 2002, Hammes 2005). Con el tiempo estas
hemorragias intraretinales y la oclusion de los capilares generan areas de isquemia que
provocan una hipoxia localizada. La hipoxia promueve la formacion de nuevos vasos
sanguineos a través de estimular la produccion en la retina de factores angiogénicos del tipo
del VEGF. En estados avanzados de la enfermedad, estos neovasos invaden, y sangran al
humor vitreo produciendo una membrana fibrovascular que puede ocasionar el
desprendimiento de la retina y la consecuente ceguera. Diversos estudios muestran que un
estricto control glicémico puede retrasar o incluso prevenir el establecimiento de la
retinopatia diabética (Klein et al., 1994, Yam y Kwok 2007). Lamentablemente, las
lesiones de la vasculatura retiniana persisten incluso cuando se ha vuelto a la
normoglicemia (Klein et al., 1994, Adamis et al., 1999). A la fecha la fotocoagulacion con

laser es el tratamiento convencional para controlar la retinopatia diabética, ya que frena la

16



permeabilidad de los vasos sanguineos en la retina y el efecto de los factores
proangiongénicos al disminuir las zonas de isquemia en la misma (Yam y Kwok 2007).
Aunque la fotocoagulacion con laser es efectiva previniendo la pérdida visual en la mayoria
de los casos, raramente mejora la agudeza visual (Bloomgarden 2007). Ademas, el
tratamiento con laser puede dafiar el tejido neural, por lo que la vision puede incluso
empeorar (Bloomgarden 2007).

El VEGF, reconocido como el factor que incrementa la vasopermeabilidad e induce
angiogénesis en la retinopatia diabética (Caldwell et al, 2003), se encuentra elevado en
modelos animales de retinopatias vasoproliferativas (Miller et al., 1994), asi como en
fluidos oculares de pacientes con retinopatias (Aiello et al., 1994). El aumento del VEGF
intraocular resulta en vasodilatacion, hemorragias retinianas, incremento de la
permeabilidad vascular y neovascularizaciéon en animales no diabéticos (Tolentino et al.,
1996, Aiello et al., 1997, Clermont et al., 1997, Miyamoto et al., 2000). Mientras que
terapias basadas en la inhibicion de la expresion y/o de la accion del VEGF han probado ser
parcialmente efectivas y seguras para tratar las retinopatias vasoproliferativas (Emerson y
Lauer 2007, Yam y Kwok 2007, Sim6 y Hernandez 2008), éstas parecen tener efectos
transitorios y necesitan ser evaluadas en fase clinica III. Sin embargo, su uso ya ha sido
autorizado para la degeneracion macular asociada con la edad y estan siendo utilizadas por
oftalmologos para tratar casos avanzados de retinopatia diabética y edema macular
diabético (Sim6 y Hernandez 2008).

Por razones que a continuacion se describen, las vasoinhibinas se presentan como
posibles factores capaces de contribuir a la inhibicion fisiologica de la angiogénesis y la
vasopermeabilidad ocular y de sus alteraciones patologicas determinantes de las

retinopatias vasoproliferativas como la diabética.
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Vasoinhibinas y retinopatias vasoproliferativas

La prolactina (PRL) se ha detectado en el humor acuoso del ojo humano (Pleyer et
al., 1991, Dueiias et al., 2004) y tanto la PRL como las vasoinhibinas estan presentes en la
retina de la rata (Aranda et al., 2005, Rivera et al., 2008). La PRL ocular puede derivar de
la hormona circulante (O’Steen y Sundberg 1982) y también originarse a partir de su
sintesis local. Estudios de hibridacion in situ y de inmunohistoquimica muestran que el
ARN mensajero de la PRL y la proteina se encuentran localizados en diferentes tipos
celulares de la retina que incluyen los fotorreceptores, las células de Muller, las
interneuronas, las células ganglionares y los astrocitos (Aranda et al., 2005, Rivera et al.,
2008). Asimismo, células endoteliales de la retina en cultivo sintetizan y secretan PRL
(Ochoa et al., 2001); y los vasos sanguineos provenientes de membranas fibrovasculares de
pacientes con retinopatia del prematuro expresan el RNA mensajero de la PRL y procesan a
la proteina hacia vasoinhibinas por accion de proteasas presentes en la retina (Duenas et al.,
2004).

Estudios recientes muestran que las vasoinhibinas participan en la inhibicion natural
de la angiogénesis ocular (Aranda et al., 2005). Anticuerpos capaces de inmunosecuestrar a
las vasoinhibinas indujeron la formacion de vasos sanguineos en la cornea (Duefias et al.,
1999) y en la retina (Aranda et al., 2005) de la rata. Ademas, la inyeccion intraocular de
pequeiios ARNs de interferencia capaces de bloquear la expresion de PRL estimuld la
angiogénesis y la vasodilatacion en la retina (Aranda et al., 2005). Mas aln, la
inmunoinactivacion de vasoinhibinas en el ojo de ratas recién nacidas revirtié la apoptosis
de las células vasculares presentes en los vasos hialoideos, un sistema vascular intraocular

que en la rata involuciona por apoptosis después del nacimiento (Taniguchi et al., 1999).
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Esta ultima observacion sugiere que las vasoinhibinas estimulan la regresion fisiologica de
vasos intraoculares durante el desarrollo (Duenas et al., 2004).

La consideracion de que la PRL sistémica también puede funcionar como fuente de
vasoinhibinas intraoculares sugiere como posible que niveles elevados de PRL en la
circulacion pueden tener un valor pronéstico favorable en las retinopatias
vasoproliferativas. La relacion entre las hormonas hipofisiarias y la retinopatia diabética se
explord hace tiempo a consecuencia de la observacion de que la hipofisectomia reviste
efectos benéficos sobre la regresion vascular ocular (Wright el al., 1969). Actualmente
estos efectos benéficos se atribuyen a la supresion de la hormona de crecimiento que es
diabetogénica (Jeffcoate 2002) y puede estimular la neovascularizacion ocular a través de
inducir la expresion del factor angiogénico IGF-1 (Frank 2004). Sin embargo, dado que la
PRL también disminuye en los pacientes hipofisectomizados, se ha investigado la posible
asociacion entre los niveles circulantes de PRL y la retinopatia diabética. Al respecto,
estudios iniciales reportaron niveles circulantes de PRL mas altos en pacientes diabéticos
sin retinopatia severa que en aquellos con retinopatia severa (Hunter et al., 1974, Harter et
al., 1976). Cabe también mencionar que al final del embarazo y en el periodo postparto,
cuando los niveles circulantes de PRL se encuentran elevados, ocurre una regresion de la
retinopatia diabética (Srivatsa 1994, Sheth 2002), y esta correlacion ha llevado a plantear el
papel protector de la PRL en este padecimiento. A este respecto, es interesante comentar la
observacion de que la leche materna protege contra la retinopatia del prematuro (Hylander
et al., 2001), y que este efecto pudiera deberse, entre otros factores, a la presencia de PRL
en la leche, desde donde puede incorporarse a la circulacion de las crias (Grosvenor y
Whitworth 1983). La PRL puede tener efectos benéficos sobre la incidencia y progresion de

la diabetes, ya que se ha reportado que esta hormona estimula la proliferacion,
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supervivencia y funcidon de las células B del pancreas (Fujinaka et al., 2007, Weinhaus et
al., 2007). Ademas, la conversion intraocular de PRL a vasoinhibinas favoreceria la
inhibicion de la angiogénesis ocular. A este respecto se ha reportado que la inyeccion
intravitreal de vectores adenovirales capaces de inducir la expresion de vasoinhibinas en la
retina inhibe la angiogénesis retiniana en un modelo de isquemia en el ratén (Pan et al.,

2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se estima que el 10% de la poblacion padece diabetes y que cerca del
80% de estos pacientes desarrollan retinopatia diabética al cabo de las primeras dos décadas
del padecimiento, siendo la retinopatia diabética, la principal causa de ceguera en los
adultos mayores. Dado que los tratamientos actuales para el control de la retinopatia
diabética como la fotocoagulacion con laser y las terapias basadas en el uso de anticuerpos
anti-VEGF son atn parcialmente efectivas, la bisqueda de nuevos tratamientos para la
retinopatia diabética es una necesidad apremiante.

Las vasoinhibinas se presentan como candidatos promisorios para bloquear la
angiogénesis y, muy probablemente, la vasopermeabilidad ocular asociada a la retinopatia
diabética. A pesar de que las vasoinhibinas inhiben la activacion de la eNOS y Ila
produccion del NO endotelial, un importante mediador de la vasopermeabilidad, se
desconoce si las vasoinhibinas inhiben la permeabilidad vascular y si este efecto puede
antagonizar el aumento en la vasopermeabilidad retiniana asociado con la retinopatia
diabética. Ademas, dada la importancia de la fosforilacion de la serina''” de la eNOS para
su activacion, es de interés investigar si el mecanismo de una posible reduccion de la
vasopermeabilidad en respuesta a vasoinhibinas involucra la activacion de la PP2A
responsable de desfosforilar a la serina''”’ de la eNOS y por ende de inactivar a la enzima.

Para analizar las posibilidades arriba mencionadas, en este trabajo investigamos si
las vasoinhibinas son capaces de inhibir la permeabilidad de células endoteliales en cultivo
a través de interferir con la fosforilacion/activacion de la eNOS. Ademas, con el fin de
evaluar la potencialidad terapéutica de las vasoinhibinas, analizamos el efecto de Ia

administracion intravitreal de vasoinhibinas en ratas sobre el aumento en la permeabilidad
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de los vasos retinianos inducido mediante la inyeccion intravitreal de VEGF, de vitreos de
pacientes con retinopatia diabética o en el modelo de ratas diabéticas inyectadas con

estreptozotocina.
HIPOTESIS

Las vasoinhibinas inhiben la vasopermeabilidad retiniana asociada a la retinopatia

diabética a través de la activacion de la PP2A que defosforila/inactiva a la eNOS.

OBJETIVOS

A. Sobre células endoteliales en cultivo:

1. Analizar si las vasoinhibinas inhiben la permeabilidad inducida por el VEGF.

2. Analizar si las vasoinhibinas inhiben el efecto estimulador del VEGF sobre la
fosforilacion de la serina''”® de la eNOS y sobre la actividad de esta enzima.

3. Determinar si las vasoinhibinas estimulan la actividad de la PP2A.

4. Determinar si un inhibidor de la PP2A (acido okadaico) bloquea el efecto inhibidor de
las vasoinhibinas sobre la activacion de la eNOS y la permeabilidad vascular inducida por

el VEGF.
B. Sobre retinas in vivo:

1. Evaluar si las vasoinhibinas inhiben el aumento en la permeabilidad de los vasos
retinianos inducida por la inyeccion intravitreal de VEGF o de vitreos de pacientes con
retinopatia diabética, asi como en el modelo de retinopatia diabética de ratas inducido por
estreptozotocina.

2. Dilucidar el mecanismo de la inhibicion de la vasopermeabilidad retiniana por

vasoinhibinas:
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(a) Evaluar si las vasoinhibinas inhiben la fosforilacion de la serina''”® de la eNOS en la
retina.

(b) Determinar si el 4cido okadaico bloquea el efecto inhibidor de las vasoinhibinas sobre

la vasopermeabilidad de la retina inducida por la inyeccion intravitreal de VEGF.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Las vasoinhibinas de rata (fragmentos de PRL de 16 kDa) utilizada en los
experimentos in vivo se generaron por protedlisis enzimatica de la PRL de rata (Estandar
biologico obtenido del Programa Nacional de Hormonas e Hipofisis (NHPP) de los
Institutos Nacionales de Salud de EUA) con una fraccion subcelular de la glandula
mamaria de rata seguida por filtracion en gel y carbamidometilacion de acuerdo al método
descrito previamente (Clapp 1987). Las vasoinhibinas recombinantes humanas (fragmentos
de PRL de 14 kDa) usadas en los cultivos celulares fueron generadas por mutagénesis
dirigida como previamente se describi6 (Galfione et al., 2003). La dosis de 1 uM de
vasoinhibinas de rata fue usada in vivo para inhibir el incremento de la vasopermeabilidad
en la retina debida a la inyeccion intravitreal de VEGF o de los vitreos de los pacientes
diabéticos. El VEGF recombinante humano fue donado por Genentech (thVEGF 45, South
San Francisco, CA). La dosis mas baja que mostrd un efecto significativo in vitro e in vivo
fue de 5 nM y 260 nM respectivamente. El acido okadaico fue obtenido de Upstate
Biotechnologies (Lake Placid, NY) y usado en una dosis de 50 nM como lo recomienda el
proveedor; la rapamicina, el L-NAME vy la estreptozotocina se obtuvieron de Sigma
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Las dosis de rapamicina y L-NAME en los
experimentos in vitro fueron usadas como previamente se reportd (Hartley y Cooper 2002,
Gonzalez et al., 2004).
Muestras de pacientes

La obtencioén de los vitreos humanos se hizo en colaboracion con el Dr. Hugo

Quiroz, Jefe del Servicio de Retina en el Hospital “Dr. Luis Sanchez Bulnes” de la
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Asociacion para Evitar la Ceguera en México (APEC). Los vitreos humanos fueron
obtenidos después de la vitrectomia a la que fueron sometidos seis pacientes con retinopatia
diabética severa y congelados a -70 °C. Los vitreos de los pacientes controles fueron
obtenidos de cinco cadaveres que no tenian diabetes (previo acuerdo con el Servicio
Médico Forense (SEMEFO) de la Ciudad de México) y almacenados de la misma forma
que los anteriores. Todos los vitreos fueron analizados de manera individual. La tabla 1 (ver
anexo) resume las caracteristicas de los pacientes. El protocolo de recoleccion de muestras
fue previamente autorizado por los pacientes y aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion del Hospital.
Cultivo celular

Las células endoteliales de la aorta de bovino (BAEC) fueron crecidas en medio
DMEM suplementado con 1% de penicilina-streptomicina, 1% de fungizona, 5% de suero
fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY), 5% de suero fetal de becerro (Equitech-Bio Inc,
Kerrville, TX) y 10 mM de timidina (Sigma). Las células endoteliales de capilares de la
retina de rata (RRCEC) fueron aisladas y cultivadas como previamente se describié (Ochoa
et al., 2001). Antes de cada tratamiento las células fueron cultivadas en medio DMEM con
0.5% de suero fetal bovino por 18 h.
Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar que fueron mantenidas y manipuladas
experimentalmente bajo las normas establecidas por la Asociacion para la Investigacion en
Vision y Oftalmologia (ARVO) de acuerdo al codigo “Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research”. Las ratas (200-250g) fueron anestesiadas con 70% de
ketamina y 30% de xilacina (1 pl/g de peso corporal i.p.) para las posteriores inyecciones

intravitreales. La diabetes fue inducida por la inyeccion de 60 mg/kg de estreptozotocina en
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un amortiguador de citratos 10 mM pH 4.5 por 2 semanas como previamente se reporto
(Navaratna et al., 2007). Se usaron animales con niveles de glucosa >250 mg/dl después de
48 h de haber sido inyectados con estreptozotocina. La glucosa se determino en una gota de
sangre total extraida de la cola de la rata y con el uso de un estuche comercial (Accu-Chek
Active Roche).
Inyecciones intravitreales

Las inyecciones intravitreales se hicieron en la rata siguiendo el procedimiento
previamente descrito (Aranda et al., 2005). Uno de los ojos fue inyectado con VEGF (300
ng que corresponde a una concentracion estimada de 260 nM ya que el volumen del vitreo
de la rata es de aproximadamente 60 pl (Guo et al.,, 2007) y el ojo contralateral fue
inyectado con la combinacion de VEGF (260 nM) y vasoinhibinas (1 pg que corresponde a
1 uM en el vitreo). En los grupos control se inyectd un ojo con amortiguador de fosfatos
(PBS) y el ojo contralateral con vasoinhibinas (1 puM). Los vitreos de pacientes con
retinopatia diabética o de cadaveres no diabéticos (2 pl) se inyectaron en uno de los ojos de
ratas, mientras que en el ojo contralateral se inyecté la misma muestra humana en
combinacion con vasoinhibinas (1 pM). Dos semanas después de la hiperglicemia, las ratas
diabéticas fueron inyectadas intravitrealmente con PBS en uno de los ojos y en el ojo
cotralateral con vasoinhibinas (1 uM) (Navaratna et al., 2007). En todos los casos el
volumen final de la inyeccion intravitreal fue ajustado a 4 pl.
Ensayo de permeabilidad in vitro

El ensayo de permeabilidad fue realizado utilizando filtros de policarbonato (8.0 um
de tamafo de poro y de 24 pozos por caja) (Corning Co., Washington, DC) de acuerdo al
método previamente descrito (Wang et al., 2002). La peroxidasa de rabano tipo VI-A (peso

molecular de 44 kDa de Sigma) se empled como estandar y como marcador para medir la
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permeabilidad a través de la monocapa de células endoteliales en cultivo. La peroxidasa de
rabano (0.5 pg/ml) se adicioné al compartimento superior del filtro y después de 48 h de
incubar las monocapas de BAEC o RRCEC en los filtros a 37°C, se colectaron 30 pl del
medio de cultivo del compartimento inferior y se mezclaron con 860 ul del amortiguador
de reaccion (50 mM de fosfato de sodio monobdsico y 5 mM de guaiacol). La presencia de
la peroxidasa de rabano se reveld mediante la adicion de 100 pl de perdxido de hidrogeno
(25 mM) y la subsecuente incubacion por 30 min a temperatura ambiente. La absorbancia
fue medida a 450 nm en un lector de ELISA (Microplate Reader Benchmark Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).
Ensayo de azul de Evans para medir la permeabilidad in vivo

Un dia después de la inyeccion intravitreal, se realizo el ensayo de azul de Evans de
acuerdo al método reportado (Xu et al., 2001). Brevemente, este ensayo cuantitativo se basa
en la union irreversible del colorante azul de Evans a la albumina plasmatica. EI aumento
en la vasopermeabilidad eleva la difusion de proteinas séricas a través de las uniones
estrechas del endotelio, permitiendo asi la salida del complejo azul de Evans-albtimina y su
difusion tisular. El azul de Evans fue aplicado en la vena yugular de ratas anestesiadas
inyectadas intravitralemente o no y al cabo de 90 min, los animales se sacrificaron por
inhalacion de mondxido de carbono y se perfundieron con PBS a un pH de 3.5. Las retinas
fueron extraidas, secadas mediante su exposicion al vacio por 5 h (SPD 1010 SpeedVac
System, ThermoSavant, EUA) y su peso seco determinado. Posteriormente, las retinas se
disolvieron en formamida por 18 h a 70°C y se centrifugaron a 70,000 rpm por 1 h. Se
recuperaron los sobrenadantes, donde se determin6 la concentracion de azul de Evans
extravasado en la retina por espectrofotometria a 620 nm (NanoDrop® ND-1000 V3.5.2

Spectrophotometer).
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Cuantificacion de VEGF por ELISA

Los niveles de VEGF en los vitreos humanos se determinaron mediante ELISA de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Biosource, Camarillo, CA). El ELISA tiene
una sensibilidad de 5 pg/ml. El VEGF se determind antes y después de su
inmunoprecipitacion mediante la incubacion de 100 pl de vitreo humano con 1 ul de
anticuerpos anti-VEGF (AF564, R&D SYSTEMS, Minneapolis, MN) por toda la noche,
adicion de 10 pl de proteina G agarosa (Invitrogen, Carlsbad, CA) por 1 h y centrifugacion
(16,000 x g por 10 min a 4°C). Los sobrenadantes fueron colectados y evaluados por el
ELISA.
Western-blot

Después de 18 h de deprivacion de suero, las BAEC fueron tratadas con acido
okadaico (50 nM) por 10 min, vasoinhibinas (20 nM) por 1 h o VEGF (5§ nM) por 1, 50 10
min como se indica en los pies de figura. Los extractos de células endoteliales fueron
procesados por SDS-PAGE vy transferidos a membranas de nitrocelulosa. Posteriormente,
las membranas se incubaron con anticuerpos policlonales anti-eNOS fosforilado en la
serina''” (9571, 1:1000, Cell Signalling, Beverly, MA) por toda la noche y el complejo
antigeno-anticuerpo se detecté mediante el uso de anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa de rdbano (111-035-003, Jackson Immunoresearch Laboratorios Inc., West
Grove, PA) revelados por quimioluminiscencia (ELC, SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Adicionalmente, las
membranas fueron re-bloteadas con anticuerpos monoclonales anti-eNOS (1:1000, 33-
4500, Zimed, San Francisco, CA) y el complejo antigeno-anticuerpo revelado mediante la

reaccion de la fosfatasa alcalina con un estuche comercial de anticuerpos secundarios (Bio-
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Rad Laboratories, Hercules, CA). Los valores de densidad Optica se determinaron usando el
procesador de imagenes v3.5 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY).
Ensayo de la citrulina

La actividad de la eNOS se midi6 en las BAEC y las RRCEC como previamente se
reportd (Gonzalez et al., 2004), utilizando columnas de 1 ml empacadas con Dowex
AG50WX8 de donde la [*H]-L-citrulina es eluida con 1 ml de Hepes pH 5.5 y cuantificada
por medio de un contador de centelleo (LS 6500, Beckman Instruments).
Ensayo de fosfatasa de proteinas 2A

La valoracion de la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A) fue llevada a cabo mediante
un estuche comercial que evalua la liberacion de fosfato de un sustrato selectivo de la
enzima (V2460, Promega, Madison, WI). Con este propoésito, las células endoteliales
tratadas o no con vasoinhibinas fueron lisadas en un amortiguador para la PP2A (25 mM
Tris-HCl a pH 7.5, 10 mM B-mercaptoetanol, 2 mM EDTA, 0.1 mM PMSF, ImM
pepstatina A y 10 pg/ml aprotinina). El fosfato endogeno es removido usando una columna
de sephadex G-25 y los lisados son incubados con un fosfopéptido de Ser/Thr en el
amortiguador para PP2A a 30°C por 15 min. La actividad de la PP2A se reporta como
fosfato liberado y es calculado por la absorbancia de un molibdato acoplado a verde
malaquita y unido al fosfato liberado a 595 nm e interpolados en una curva estandar
elaborada con fosfato.
Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedios + error estandar de la media. La
significancia estadistica se determind por el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la

prueba de T de Student no pareada. El analisis estadistico se llevd a cabo usando el
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programa Sigma Stat 7.0 (Sigma Stat 7.0, Systat Software Inc., San José, CA). Valores de

P<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

Las vasoinhibinas inhiben la permeabilidad endotelial inducida por el VEGF y
promueven la desfosforilacion de la eNOS en la serina’'”’

Iniciamos este estudio a través de determinar el efecto de las vasoinhibinas sobre la
permeabilidad inducida por el VEGF (5 nM) en monocapas de BAEC cultivadas en un
filtro de policarbonato por 48 h con VEGF en ausencia o presencia de diferentes
concentraciones de vasoinhibinas. Como se muestra en la Figura 1A el VEGF increment6
en un 50% la permeabilidad endotelial y las vasoinhibinas bloquearon dicho efecto de
manera dependiente de la dosis. Dado que el NO es uno de los mediadores de la
vasopermeabilidad inducida por el VEGF (Tilton et al., 1999, Fukumura et al., 2001)
incubamos las BAEC en presencia de 1 mM de No-Nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), un inhibidor general de las sintetasas de NO (Papapetropoulos et al., 1997). El L-
NAME inhibi6 la permeabilidad de manera similar a las vasoinhibinas, por lo que nos
abocamos a determinar el efecto inhibitorio de las vasoinhibinas sobre la produccion de NO
endotelial, encontrando que las vasoinhibinas inhiben la produccién de NO inducida por
VEGF de manera dependiente de la dosis (Figura 1B). El siguiente paso fue analizar el
mecanismo por el cual las vasoinhibinas bloquean la actividad de la eNOS. Dado que la
estimulacion de eNOS por VEGF ocurre via la activacion de la fosfoinositido 3
cinasa/treonin cinasa A (PI3K/Akt) que fosforila a la eNOS en el residuo de serina''”’ de la
secuencia bovina y la serina''”’ de la secuencia humana (Six et al., 2002, Boo y Jo 2003)
determinamos el efecto del VEGF sobre la fosforilacion de la eNOS en la serina''”®. Con
este proposito, cultivos de BAEC fueron incubados por diferentes tiempos con VEGF (5

nM) en ausencia o presencia de un pre-tratamiento de 1 h y co-incubaciéon con
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vasoinhibinas (20 nM). Los lisados celulares fueron procesados por Western blot utilizando
un anticuerpo dirigido contra la eNOS fosforilada en la serina''” (anti-p-eNOS-Ser''”)
seguido de su re-evaluaciéon con un anticuerpo anti-eNOS total. Como se muestra en la
Figura 1C, encontramos que el tratamiento con VEGF estimula la fosforilacion de la eNOS
a los tres tiempos empleados (1, 5 y 10 min), y que el pre-tratamiento por 1 h con
vasoinhibinas (20 nM) bloquea dicha fosforilacion. La significancia estadistica de estos
efectos se demostré cuando se promediaron los valores densitométricos de las bandas
correspondientes a la eNOS fosforilada corregidos por los de la proteina total provenientes
de tres experimentos independientes (Figura 1D). Asimismo, resulté evidente que las
vasoinhibinas no modificaron el nivel basal de fosforilacion de la eNOS y que la
fosforilacion de la eNOS se mantiene elevada desde el primer minuto de tratamiento con

VEGF y permanece asi durante los siguientes 5 y 10 minutos.
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Figura 1. (A) La vasopermeabilidad fue evaluada por el paso de la peroxidasa de rabano en
monocapas de BAEC no tratadas (ctl) o tratadas con 5 nM de VEGF en ausencia o presencia de 0.1,
0.5, 1, 5, 20 o 50 nM de vasoinhibinas (Vi) por 48 h. Las BAEC fueron incubadas con VEGF en
combinacion con L-NAME. Los valores muestran los promedios + error estandar de 5 experimentos
independientes.* P<0.05 versus ctl y ** P <0.05 versus VEGF. (B) La actividad de la eNOS fue
determinada usando el ensayo de la citrulina tritiada en las BAEC incubadas o no con 5 nM de
VEGEF solo o en combinacién con concentraciones crecientes de Vi por 1 h. Los valores muestran
los promedios * error estandar de 5 experimentos independientes.* P<0.05 versus ctl y ** P<0.05
versus VEGF. (C) Anélisis de la fosforilacion de la eNOS (Ser''””) mediante Western-blot en las
BAEC pre-incubadas o no con 20 nM de Vi y después tratadas con 5 nM de VEGF por 1, 5y 10
min. La densidad optica de la eNOS total sirve como control de carga en el gel. (D) Cuantificacion
de la fosforilacion de la eNOS por el analisis densitométrico, después de normalizar los valores por
los de la eNOS total. Los valores son promedios + error estandar de 3 experimentos
independientes.* P<0.05 versus ctl y ** P<0.05 versus VEGF.
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Las vasoinhibinas inhiben la permeabilidad endotelial inducida por el VEGF via la
activacion de la PP2A y la consecuente desfosforilacion de la eNOS

La siguiente aproximacion para dilucidar el mecanismo por el cual las vasoinhibinas
inhiben la vasopermeabilidad inducida por VEGF y dependiente de NO, fue analizar el
efecto de las vasoinhibinas sobre la fosfatasa de proteinas 2A (PP2A), enzima que
desfosforila a la eNOS en la serina''” (Michell et al., 2001, Greif et al., 2002) y que
interfiere con la activacion de la eNOS por VEGF (Mineo et al., 2005). Por tanto,
investigamos si la activacion de la PP2A podria mediar los efectos inhibitorios de las
vasoinhibinas sobre la fosforilacion/activacion de la eNOS. Como se puede apreciar en la
Figura 2A y B, el tratamiento de las BAEC con vasoinhibinas incremento la actividad de la
PP2A de forma dependiente de la dosis y del tiempo. La actividad de la PP2A fue evaluada
utilizando un estuche comercial (Promega, Madison WI) que mide la cantidad de fosfato
liberado de un péptido sintético sustrato de la enzima (RRA(pT)VA) cuantificado mediante
su unién a un molibdato y a verde malaquita. El efecto méximo se observo después de 1 h
de tratamiento y se mantuvo elevado hasta las 3 h con una dosis de 20 nM de vasoinhibinas.
De esta manera el tiempo de 1 h y la dosis de 20 nM fueron los que se usaron en los
experimentos subsecuentes. Posteriormente, encontramos que el incremento en la actividad
de la PP2A por las vasoinhibinas se bloqued mediante la adicién a los cultivos de acido
okadaico (AO, 50 nM), un inhibidor selectivo de la PP2A (Boudreau y Hoskin 2005)
(Figura 2C). Ademas, el efecto de las vasoinhibinas fue similar al de la rapamicina (Rap,
20 nM), un conocido activador de la PP2A (Hartley y Cooper 2002) y el AO también
inhibié la activacion de la PP2A por la rapamicina (Figura 2C). Por lo tanto, estos
resultados sugieren fuertemente que las vasoinhibinas activan a la PP2A en las células

endoteliales.
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Figura 2. (A) La actividad de la PP2A fue evaluada en las BAEC después del tratamiento con dosis
crecientes de vasoinhibinas (Vi) por 1 h (B) y después de la incubacioén con 20 nM de Vi por 1 o 30
min, 1, 2 y 3 h. (C) La actividad de la PP2A fue medida en las BAEC después de 1 h de incubacion
en presencia o ausencia de 20 nM de Vi, 50 nM de acido okadaico (AO), la combinacién de Vi y
AO, 20 nM de rapamicina (Rap), o la combinacion de Rap y AO. Los datos corresponden al
promedio + error estandar de 4 experimentos independientes.* P<0.05 versus ctl y ** P<0.05
versus Vi o Rap sola.
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En apoyo a que la inhibicion de la fosforilacion de la eNOS es mediada por la
activacion de la PP2A, encontramos que el efecto inhibitorio de las vasoinhibinas sobre la
fosforilacion de la eNOS fue bloqueado por el AO, lo que sugiere la activacion de la PP2A
por las vasoinhibinas (Figura 3A). Asi, utilizando el ensayo de la citrulina tritiada
mostramos que las vasoinhibinas inhiben la actividad de la eNOS inducida por el VEGF y
que este efecto es bloqueado con el AO, mientras que el AO por si solo no tuvo efecto
alguno sobre la actividad basal de la eNOS o sobre la actividad de la eNOS estimulada por
el VEGF (Figura 3B). Finalmente, evaluamos si la inactivacion de la PP2A con el AO
podria inhibir el efecto de las vasoinhibinas sobre la permeabilidad endotelial. Encontramos
que el tratamiento de las células BAEC con AO bloquea el efecto inhibitorio de las
vasoinhibinas sobre la vasopermeabilidad inducida por el VEGF (Figura 3C), mientras que
el AO por si mismo no incrementa la vasopermeabilidad basal (Figura 3C). De acuerdo a
todos estos resultados concluimos que las vasoinhibinas bloquean la vasopermeabilidad
inducida por el VEGF a través de activar a la PP2A con la consecuente

desfosforilacion/inactivacion de la eNOS.
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Figura 3. (A) Analisis por Western-blot de la fosforilacion de la eNOS (Ser''™) en las BAEC pre-
incubadas o no con 50 nM de acido okadaico (AO) por 10 min y después tratadas o no con 20 nM
de vasoinhibinas (Vi) por 1 h seguidas o no por el tratamiento con 5 nM de VEGF por 5 min como
se indica. La eNOS total sirve como control de carga en el gel. (B) La actividad de la eNOS fue
determinada usando el ensayo de la citrulina tritiada en las BAEC incubadas o no con 5 nM de
VEGTF solo o en combinacién con 20 nM de Vi en ausencia o presencia de 50 nM de AO por 1 h.
Los valores muestran los promedios + error estandar de 5 experimentos independientes.* P<0.05
versus ctl y ** P<0.05 versus VEGF y * P<0.05 versus VEGF y Vi. (C) La vasopermeabilidad fue
evaluada por el paso de la peroxidasa de rabano en monocapas de BAEC no tratadas (ctl) o tratadas
por 48 h con 50 nM de AO, 5 nM de VEGF, o la combinacion de VEGF y 20 nM de Vi, o VEGF o
Viy AO. Los valores muestran los promedios + error estandar de 3 experimentos independientes.*
P<0.05 versus ctl, ** P<0.05 versus VEGF y # P<0.05 versus VEGF y Vi.
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La desfosforilacion de las NOS por vasoinhibinas previene la vasopermeabilidad
inducida por el VEGF en la retina

Para corroborar la relevancia fisiolégica de los resultados anteriores, llevamos a
cabo experimentos in vivo, inyectando intravitrealmente 300 ng de VEGF (lo que
corresponde a una dosis de 260 nM), en ratas adultas de la cepa Wistar. Los cambios en la
vasopermeabilidad retiniana fueron evaluados usando el método del azul de Evans. El
VEGF inyectado de manera intravitreal indujo un incremento en la vasopermeabilidad que
fue 4 veces mayor de la observada por la inyeccion intravitreal del vehiculo (PBS), y dicha
elevacion fue bloqueada por la co-inyeccion de vasoinhibinas (Figura 4A), que por si
mismas no modificaron la vasopermeabilidad de la retina (Figura 4A). La contribucion de
las NOS en la vasopermeabilidad de la retina inducida por el VEGF se puso de manifiesto
mediante la administracion durante 15 dias de L-NAME (1.8 mM) en el agua de beber de
las ratas, lo que revirti6 la accion del VEGF, mimetizando el efecto de las vasoinhibinas
(Figura 4A). Ademas, la inyeccion intravitreal del AO (2 uM) previno el efecto inhibidor
de las vasoinhibinas sobre el efecto del VEGF e incluso aumento el efecto que por si solo
mostré el VEGF (Figura 4A). La inyeccion del AO por si solo o en combinacion con el
VEGF no tuvo un efecto significativo en comparacion con el control o con el VEGF solo.
Para analizar si la inhibicion de las NOS por vasoinhibinas puede ocurrir en las células
endoteliales de la retina, la actividad de la eNOS se determiné en las células endoteliales de
capilares de la retina de rata (RRCEC). Una dosis de 5 nM de VEGF incremento6 en un 35%
la permeabilidad vascular después de 48 h de tratamiento (Figura 4B), y este efecto fue
bloqueado por la co-administracion de L-NAME (1 mM) o por la administracion de
vasoinhibinas en forma dependiente de la dosis (Figura 4B), mientras que el AO (50 nM)

no modifico la actividad basal de la eNOS o la inducida por el VEGF (Figura 4C). Como
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se muestra en la Figura 4D, la inyeccion intravitreal del VEGF increment6 la fosforilacion

11 . . e g - SRR
7 en las retinas, mientras que las vasoinhibinas inhibieron este

de la eNOS en la serina

efecto. La Figura 4E muestra la cuantificacion de la eNOS fosforilada después de

normalizar la medicion tomando en cuenta la cantidad total de la eNOS en cada muestra.
Todo estos resultados muestran que las vasoinhibinas inhiben la vasopermeabilidad

de la retina in vivo por un mecanismo que involucra la activacion de la PP2A, la cual

desfosforila/inactiva a la eNOS.
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Figura 4. (A) La vasopermeabilidad de la retina fue determinada usando el ensayo de azul de Evans
en los extractos de las retinas de ratas que fueron inyectadas por 24 h con PBS (ctl), 1 uM de
vasoinhibinas (Vi), 2 uM de acido okadaico (AO), 260 nM de VEGF, VEGF y Vi, VEGF y AO o
VEGF, Vi y AO solos como se indica en la figura, mientras que el L-NAME (1.8 mM) fue
administrado en el agua de beber de las ratas por 15 dias. Los valores muestran los promedios =+
error estandar de 10 experimentos independientes.* P<0.05 versus ctl, ¥* P<0.05 versus VEGF y *
P<0.05 versus VEGF y Vi. Las concentraciones del VEGF y las Vi se refieren a las concentraciones
finales en los vitreos. (B) La vasopermeabilidad fue evaluada por el paso de la peroxidasa de rabano
en monocapas de RRCEC no tratadas (ctl) o tratadas con 5 nM de VEGF o VEGF en combinacion
con 1 mM de L-NAME o en presencia de 0.1, 0.5, 1, 5, 20 o 50 nM de vasoinhibinas por 48 h. Los
valores muestran los promedios =+ error estandar de 6 experimentos independientes.* P<(0.05 versus
ctl y ** P<0.05 versus VEGF. (C) La actividad de la eNOS fue determinada usando el ensayo de la
citrulina tritiada en las RRCEC incubadas o no con 5 nM de VEGF solo o en combinaciéon con 20
nM de Vi en ausencia o presencia de 50 nM de AO por 1 h. Los valores muestran los promedios +
error estandar de 3 experimentos independientes.* P<0.05 versus ctl, ** P<0.05 versus VEGF y *
P<0.05 versus VEGF y Vi. (D) Analisis de la fosforilacion de la eNOS (Ser''””) mediante Western-
blot en las retinas de las ratas después de 3 h de la inyeccion con PBS (ctl), VEGF (260 nM), VEGF
mas Vi (1 uM) o Vi solas. La eNOS total sirve como control de carga en el gel. (E) Cuantificacion
de la fosforilacion de la eNOS por el analisis densitométrico, después de normalizar los valores por
los de la eNOS total. Los valores son promedios + error estandar de 3 experimentos
independientes.* P<0.05 versus ctl y ** P<0.05 versus VEGF.
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Las vasoinhibinas bloquean la vasopermeabilidad de la retina asociada a la diabetes

Utilizando el ensayo de azul de Evans analizamos el efecto de las vasoinhibinas
sobre la permeabilidad de la retina que ocurre asociada a la retinopatia diabética.
Mostramos que la inyeccion de extractos de vitreos humanos de pacientes con retinopatia
diabética incrementd 8 veces la vasopermeabilidad. Este incremento fue significativamente
mayor (2 veces) al observado después de la inyeccion de extractos de vitreos de humanos
no diabéticos (Figura 5A). De manera importante, la co-inyeccion con vasoinhibinas
redujo el efecto de los extractos de vitreos de los pacientes con retinopatia diabética a
niveles comparables a los inyectados con los extractos de vitreos de humanos no diabéticos
(Figura 5A). El efecto de las vasoinhibinas sobre la vasopermeabilidad de la retina
inducida por los vitreos de pacientes diabéticos fue similar al obtenido después de
inmunoprecipitar el VEGF de los vitreos provenientes de los mismos pacientes (Figura
5A). La cuantificacion del VEGF por el ELISA mostr6 una disminucion del VEGF del 60%
en los vitreos humanos de pacientes diabéticos o no diabéticos después de Ia
inmunoprecipitacion (Figura 5B). Ademas, cuando el L-NAME fue administrado en el
agua de beber de las ratas por 15 dias, el efecto de los vitreos de pacientes diabéticos se
redujo significativamente a niveles comparables a aquellos obtenidos después de la co-
inyeccion con vasoinhibinas (Figura 5A).

Finalmente la vasopermeabilidad retiniana se determind en las retinas de ratas
después de 2 semanas de inducir diabetes con estreptozotocina (60 mg/kg) y de su
inyeccion intravitreal con vasoinhibinas 48 h antes de la valoracion de la
vasopermeabilidad. Como se muestra en la Figura 5C, la vasopermeabilidad disminuy6
significativamente en las retinas de las ratas diabéticas inyectadas con vasoinhibinas en

comparacion con las inyectadas con el PBS (control).
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En su conjunto, estos resultados sugieren que el VEGF juega un papel muy
importante en la vasopermeabilidad de la retina inducida por los vitreos humanos
procedentes de pacientes diabéticos y que las vasoinhibinas bloquean la vasopermeabilidad
de la retina asociada con la diabetes, interfiriendo con la produccién de NO inducida por el

VEGF.
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Figura 5. (A) Evaluacion de la vasopermeabilidad mediante el ensayo de azul de Evans en las
retinas de las ratas que fueron inyectadas con PBS (ctl, n=5), vitreos de pacientes no diabéticos (2
pl, n=5), vitreos de pacientes no diabéticos mas Vi (1 pM, n=5), vitreos de pacientes no diabéticos
inmunoprecipitados de VEGF (anti-VEGF, 2 pl, n=3), vitreos de pacientes diabéticos, vitreos de
pacientes diabéticos mas Vi (1 uM, n=5), vitreos de pacientes diabéticos inmunoprecipitados de
VEGF (anti-VEGF, 2 pl, n=3). Los mismos vitreos inmunoprecipitados para VEGF fueron usados
en (A y B). El L-NAME fue administrado en el agua de beber por 15 dias y las retinas fueron
igualmente procesadas para analizar la vasopermeabilidad por el ensayo de azul de Evans. Los
valores muestran los promedios + error estandar de las diferentes n de experimentos
independientes.* P<0.05 versus ctl y * P<0.05 versus los vitreos diabéticos. (B) Analisis de la
concentracion de VEGF (pg/ml) por ELISA en los vitreos de pacientes no diabéticos, no diabéticos
inmunoprecipitados de VEGF (anti-VEGF), vitreos de pacientes diabéticos y de diabéticos
inmunoprecipitados de VEGF (anti-VEGF). El contenido de VEGF de los vitreos fue removido por
inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo anti-VEGF. Los valores muestran los promedios =+
error estandar de 3 diferentes vitreos.* P<0.05 versus vitreos no diabéticos y ** P<0.05 versus
vitreos diabéticos. (C) Analisis de la vasopermeabilidad con el ensayo de azul de Evans en extractos
de retinas de ratas no diabéticas y diabéticas (inducida por estreptozotocina), inyectadas con PBS
(ctl) o con vasoinhibinas (Vi) (1 uM). Los valores muestran los promedios =+ error estandar de 6
diferentes extractos de retinas.* P<0.05 versus las ratas no diabéticas inyectadas con PBS y **
P<0.05 versus ratas diabéticas inyectadas con PBS. La concentracion de Vi se refieren a las
concentraciones finales en los vitreos.
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DISCUSION

Varios de los signos de la retinopatia diabética son aparentes mucho tiempo antes de
que se presente la pérdida de la vision. Estos incluyen microaneurismas, dilatacion de los
vasos sanguineos y hemorragias en la retina. Este estado refleja una alta vasopermeabilidad
retiniana que se traduce en la extravasacion de proteinas y fluidos, que al depositarse,
resultan en el engrosamiento de la retina y en la formacion de exudados capaces de
interferir con la vision cuando ocurren en la macula (Knudsen et al., 2002, Williams et al.,
2004). Por ende, los inhibidores de la vasopermeabilidad retiniana tienen un importante
potencial terapéutico para el control del edema macular diabético y de la retinopatia
diabética en general. En este estudio se muestra por primera vez que las vasoinhibinas
previenen el incremento en la vasopermeabilidad de la retina asociado con la retinopatia
diabética y que este efecto involucra la inhibicion de la activacion de la eNOS en respuesta
al VEGF como resultado de que las vasoinhibinas activan a la PP2A y consecuentemente
ocasionan la desfosforilacién/inactivacion de la eNOS. De acuerdo a estos resultados
proponemos que las vasoinhibinas pueden tener relevancia terapéutica para el control del
edema macular diabético, de la retinopatia diabética y de otras retinopatias
vasoproliferativas.

Vasopermeabilidad retiniana: VEGF y vasoinhibinas.

El VEGF es uno de los factores responsables de la elevada vasopermeabilidad de la
retina que se observa en la diabetes. La extravasacion sanguinea estd asociada con una
regulacion a la alta del VEGF en los fluidos oculares de pacientes con retinopatia diabética
(Aiello et al., 1994, Simo6 et al., 2002, Funatsu et al., 2006). Los tratamientos con
anticuerpos anti-VEGF reducen la vasopermeabilidad retiniana en modelos experimentales

(Qaum et al., 2001) y han comenzado a emplearse como terapias efectivas para el
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tratamiento del edema macular diabético (Arevalo et al., 2007, Emerson y Lauer 2007). En
este sentido, el presente trabajo muestra una nueva accion de las vasoinhibinas que las
coloca como importantes inhibidores de la vasopermeabilidad retiniana inducida por el
VEGF asi como de la asociada con la diabetes. Demostramos que la inyeccion intravitreal
de vasoinhibinas previene la excesiva vasopermeabilidad de la retina en el modelo de
diabetes inducido por la inyeccion de estreptozotocina, en el cual el VEGF juega un papel
importante como promotor de la vasopermeabilidad (Amrite et al., 2006). Ademas, las
vasoinhibinas bloquean el incremento en la vasopermeabilidad retiniana inducida por la
inyeccion intravitreal de VEGF. Sin embargo, las concentraciones efectivas del VEGF que
se observaron en este (260 nM) y otros estudios (30 nM) (Ojima et al., 2006) para
incrementar la vasopermeabilidad, son mayores a las que se han detectado en los vitreos de
pacientes diabéticos (5.8 pM) o en las ratas diabéticas a las que se les ha inducido la
diabetes con estreptozotocina (225 pM) (Amrite et al., 2006). Es posible que la via de
administracion intravitreal pudiera limitar el acceso y distribucion del VEGF en la retina y
que eso explique la discrepancia de las concentraciones. Ademdas, se sabe que la
composicion proteica del vitreo se altera con la diabetes (Gao et al., 2007) y por ende, que
alteraciones en la concentracion de factores o co-factores capaces de regular la
vasopermeabilidad pudieran potenciar el efecto del VEGF endogeno y de esta manera
permitir que pueda ser activo a concentraciones mucho menores. De cualquier manera,
también mostramos que las vasoinhibinas revierten el efecto de los vitreos de pacientes con
retinopatia diabética reduciendo los niveles de vasopermeabilidad a aquellos comparables a
los que se observan después de inmunoprecipitar el VEGF de los vitreos humanos de los
pacientes diabéticos. Estos datos indican que las vasoinhibinas protegen contra la

vasopermeabilidad de la retina asociada con la diabetes contrarrestando los efectos del

45



VEGF endodgeno. De manera consistente con esta interpretacion encontramos un efecto
pequefio pero significativo de los vitreos de los humanos no diabéticos sobre la
vasopermeabilidad retiniana que es independiente del VEGF, y que no es afectado por las
vasoinhibinas. Estos datos sugieren la participacion de otros factores, como por ejemplo de
la anhidrasa carbénica (Gao et al., 2007), que también puede contribuir a Ia
vasopermeabilidad retiniana de manera basal. Dado que los vitreos controles fueron
obtenidos de cadaveres, la regulacion a la alza de estos factores puede ocurrir después de la
muerte, si bien esos posibles cambios post-mortem no parecen afectar los niveles del
VEGF.

La observacion de que las vasoinhibinas bloquean la vasopermeabilidad en
respuesta al VEGF es novedosa y potencialmente importante, dado que se ha demostrado
previamente que las vasoinhibinas inhiben los efectos del factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF) y del VEGF, asi como los efectos de la interleucina 1- sobre la
migracion (Lee et al., 1998, Lee et al., 2007) y la proliferacion de las células endoteliales
(Clapp et al., 1993), ademéas de promover su apoptosis (Martini et al., 2000). Los resultados
actuales amplian el espectro de efectos de las vasoinhibinas sobre la inhibicién de la
permeabilidad vascular que acompana a casi todas las etapas de la angiogénesis (Bates et
al., 2002), incluyendo aquellas enfermedades donde la angiogénesis juega un papel
preponderante, como la retinopatia diabética. El papel de las vasoinhibinas como
reguladores pato-fisiologicos de la vasculatura retiniana es reforzado por la presencia de
estos péptidos en la retina normal (Aranda et al., 2005), en el liquido subretineano y en las
membranas fibrovasculares de pacientes con retinopatia del prematuro (Duefias et al.,
2004). El bloqueo de las vasoinhibinas por la inyeccion intravitreal de pequefios ARNs de

interferencia o de anticuerpos que neutralizan a las vasoinhibinas, estimula el crecimiento y
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la dilatacion de los vasos de la retina (Aranda et al., 2005), ademds de inhibir la apoptosis
que media la regresion de los vasos sanguineos intraoculares durante el desarrollo (Duefias
et al., 2004). De manera importante la transferencia génica de las vasoinhibinas via la
utilizacion de un vector adenoviral reduce la angiogénesis en un modelo de retinopatia
inducido por isquemia (Pan et al., 2004). Estas observaciones indican que las vasoinhibinas
son inhibidores enddgenos de la angiogénesis asi como potentes factores inhibidores de la
vasopermeabilidad en la retina. Por todo lo anterior, las vasoinhibinas podrian ser usadas
para disminuir los multiples sintomas presentes en la retinopatia diabética. En este sentido,
se ha observado que la PRL se incrementa en la circulacion y en los fluidos oculares de
pacientes con retinopatia del prematuro avanzada, incremento que podria resultar en niveles
altos de vasoinhibinas intraoculares capaces de contrarrestar la progresion de la enfermedad
(Duenas et al., 2004).

Mecanismo de accion de las vasoinhibinas.

Las acciones de las vasoinhibinas que aqui se describen son consistentes con su
efecto sobre la inhibicion de la sintesis del NO (Gonzalez et al., 2004), que es uno de los
mediadores por los cuales el VEGF induce angiogénesis, vasodilatacion y
vasopermeabilidad (Tilton et al., 1999, Ziche y Morbidelli 2000, Fukumura et al., 2001). Se
muestra que el L-NAME, un inhibidor de las NOS, mimetiza el efecto de las vasoinhibinas
sobre la vasopermeabilidad inducida por el VEGF tanto in vitro como in vivo. Ademas, el
L-NAME previene la elevada vasopermeabilidad retiniana que ocurre en la rata en
respuesta a la inyeccion intravitreal de los extractos de vitreos de los pacientes con
retinopatia diabética, y dicha inhibicion es similar a la obtenida después de la

inmunoprecipitacion del VEGF o de la inyeccion con vasoinhibinas.
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De hecho, el efecto de las vasoinhibinas involucra la actividad de las NOS en la
retina, y dado que las vasoinhibinas inhiben la actividad de la eNOS en las RRCEC, esta
accion puede ocurrir directamente sobre los vasos sanguineos de la retina. Hasta ahora hay
dos mecanismos por los cuales las vasoinhibinas pueden inhibir la activacion de la eNOS.
Previamente se demostrd que las vasoinhibinas interfieren con la movilizacién de calcio
intracelular, lo que puede a su vez interferir con la activacion de la eNOS para promover la
angiogénesis y la vasodilatacion (Gonzélez et al., 2004). En este trabajo mostramos ademas
que las vasoinhibinas bloquean la actividad de la eNOS a través de inducir su
desfosforilacién en la serina''”’ via la activacion de la PP2A.

El VEGF es un conocido estimulador de la actividad de la eNOS via la activacion
de la PI3K/Akt que fosforila a la eNOS en la serina''” de la secuencia bovina y en la
serina''”’ de la secuencia de la eNOS humana (Six et al., 2002). Mecanisticamente la

17 activa a la eNOS al incrementar el flujo de

fosforilaciéon de la eNOS en la serina
electrones a través del dominio de reductasa que aumenta su sensibilidad al calcio (McCabe
et al.,, 2000). Por ello, la fosforilacion de la eNOS es un importante mecanismo para
promover las funciones vasculares dependientes del NO, incluyendo a la vasodilatacion, la
vasopermeabilidad y la angiogénesis (Ziche y Morbidelli 2000, Fukumura et al., 2001,
Walford y Loscalzo 2003), y representa un importante sistema de regulacion bajo
condiciones fisioldgicas y patologicas. En este mismo sentido, se ha reportado que ratones
transgénicos que expresan solamente una forma constitutivamente fosforilada de la eNOS,
debido a que presentan una mutacion que intercambia la serina''” por un aspartato en la
misma posicion, responden mejor a factores vasorelajantes y muestran una incrementada

reperfusion durante la isquemia, reduciendo asi la severidad de los infartos cerebrales

(Atochin et al., 2007). Ademas del VEGF, el estrés mecénico inducido por el flujo
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sanguineo y factores vasoactivos, incluyendo a hormonas como la insulina (Montagnani et
al., 2001) y los estrogenos (Hisamoto et al., 2001), inducen la fosforilacion de la eNOS. La
desfosforilacion de este residuo por la accion de las vasoinhibinas representa, por tanto, un
mecanismo comun por el cual las vasoinhibinas pudieran contrarrestar los efectos de varias
sustancias vasoactivas.

Este trabajo demuestra ademas el importante papel que juega la proteina PP2A en
las acciones inhibidoras de la vasopermeabilidad de las vasoinhibinas tanto in vitro como in
vivo. La observacion de que el acido okadaico (AO) en presencia de vasoinhibinas permite
la vasopermeabilidad retiniana en respuesta al VEGF y en los cultivos de células
endoteliales, sugiere la activacion por las vasoinhibinas de una fosfatasa sensible al AO
(Boudreau y Hoskin 2005). E1 AO no tuvo un efecto bajo condiciones basales o en
combinacion con el VEGF, lo que implica que la PP2A no se activa en ausencia de
estimulo o por la accién del VEGF. El hecho de que el AO tenga un efecto estimulatorio
cuando se combina con el VEGF y las vasoinhibinas sugiere que la activacion de la PP2A
por las vasoinhibinas puede reducir la vasopermeabilidad por medio de vias de sefalizacion
adicionales a la inactivacion de la eNOS tales como la desfosforilacion de las ocludinas
(Seth et al., 2007). Por ejemplo, la fosforilacion de ocludinas aumenta la permeabilidad
vascular (Seth et al., 2007) y tanto la endostatina como la angiostatina reducen la
permeabilidad vascular a través de estimular la expresion de ocludinas (Campell et al.,
2006, Shyong et al., 2007).

El receptor mediante el cual actian las vasoinhibinas no se ha identificado (Clapp y
Weiner 1992) y el mecanismo por el que las vasoinhibinas activan a la PP2A atn es
desconocido. La enzima PP2A activa consiste en un heterotrimero que se forma por la

subunidad catalitica, y una subunidad adaptadora que se asocia con una variedad de
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subunidades reguladoras. Varios mecanismos han sido propuestos para regular la actividad
de la PP2A, incluyendo la regulacion de la expresion y de la distribucion subcelular de las
subunidades reguladoras de la enzima, asi como la metilacion y la fosforilacion de su
subunidad catalitica (Ruvolo 2003, Junttila et al., 2008). Sin embargo, no se conocen los
detalles de como los activadores de la PP2A lo hacen. Los efectos inhibitorios de las
vasoinhibinas sobre la proliferacion endotelial inducida por el VEGF pueden ser
independientes de la activacién de la PP2A ya que la estimulacion de la PP2A bloquea la
activacion de Ras rio arriba, mientras que las vasoinhibinas lo hacen rio abajo, de la
formacion del complejo de proteinas adaptadoras She/Grb2/Sos (D’ Angelo et al., 1999, Ugi
et al., 2002). Por otro lado, la desfosforilacion de la eNOS inducida por la activacion de la
PP2A en respuesta a las vasoinhibinas podria ayudar a contrarrestar la activacion de la via
de las MAPKs en respuesta al VEGF. El NO revierte la inhibicion de las vasoinhibinas
sobre la proliferacion endotelial inducida por el VEGF (Gonzélez et al., 2004) y promueve
la activacion de la via de las MAPKs a través de la estimulacion de la produccion de GMP
ciclico que activa a la cinasa dependiente del GMP ciclico que a su vez fosforila y activa a
Raf (Walford y Loscalzo 2003). Por otra parte, en relacion con la apoptosis, la PP2A
interfiere con las vias de sobrevivencia desfosforilando Akt y Bel-2 (Millward et al., 1999,
Ruvolo 2003), por lo que resultard importante determinar si las vasoinhibinas modifican la
fosforilacion de Akt y/o Bcl-2.
Implicaciones clinicas.

El tratamiento actual de la retinopatia diabética y del edema macular asociado a la
diabetes es la fotocoagulacion con laser, la cual protege de la pérdida progresiva de la
vision pero no mejora la agudeza visual (Bloomgarden 2007). Dado que el exceso del

VEGEF en la retina juega un papel preponderante en el incremento de la vasopermeabilidad
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retiniana, que es una de las primeras complicaciones que ocurren en el ojo de los pacientes
con diabetes (Kristinsson et al., 1997), se han desarrollado terapias basadas en el uso de
anticuerpos anti-VEGF dirigidas a inhibir los efectos del VEGF asi como a inhibir las vias
de sefializacion que éste desencadena (Emerson y Lauer 2007). A pesar de los beneficios
clinicos alcanzados (Arevalo et al., 2007) este procedimiento requiere ser mejorado para
que pueda ser considerado un tratamiento de rutina (Mohamed et al., 2007). Por lo tanto, es
de gran interés la identificacion y caracterizacion de nuevas moléculas capaces de inhibir
las acciones del VEGF. Los resultados del presente estudio muestran claramente el
potencial que tienen las vasoinhibinas a este respecto.

En su conjunto, los hallazgos de este estudio resaltan la relevancia de la
desfosforilacion de la eNOS para prevenir la vasopermeabilidad retiniana asociada con la
retinopatia diabética y la identificacion de la importante relacion que guardan los efectos de
la eNOS en respuesta al VEGF y las vasoinhibinas. De todo ello surge la idea de favorecer
la actividad de las vasoinhibinas para reducir el incremento en la vasopermeabilidad que
ocurre en la retinopatia diabética, como una aproximacion para el tratamiento del edema

macular diabético, de la retinopatia diabética y de otras retinopatias vasoproliferativas.
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CONCLUSIONES

1. Las vasoinhibinas bloquean la permeabilidad de las células endoteliales de la
aorta de bovino y de capilares de la retina de rata inducida por el VEGF al
inhibir la fosforilacion de eNOS via la activacion de la PP2A.

2. Las vasoinhibinas inhiben la permeabilidad de la retina en ratas que fueron
inyectadas intravitrealmente con VEGF, con vitreos de pacientes diabéticos asi
como en ratas diabéticas a las que se les indujo la diabetes con estreptozotocina.

3. Las vasoinhibinas prometen ser una opcidon terapéutica para el desarrollo de
nuevos agentes farmacologicos para el control de la vasopermeabilidad del
edema macular diabético, de la retinopatia diabética y de otras retinopatias

vasoproliferativas
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ANEXO

Tabla 1.Caracteristicas de los pacientes estudiados.

Grupo Paciente Edad Tipode Duracion HbAlIc Presion Observaciones
(afios) Diabetes de la (%)*  Arterial
Diabetes Sistolica
(afios) (mmHg)
Pacientes 1 71 2 27 8 100 Hemorragias vitreales
Masculinos 2 61 2 15 7 100 Desprendimiento de retina
con 3 65 2 15 7 86.6 Hemorragias vitreales y
Retinopatia edema macular
Diabética 4 28 1 18 10.9 146.7  Hemorragias vitreales
Severa® 5 47 2 10 9 100 Desprendimiento de retina
6 47 2 5 8 100 Hemorragias vitreales y
edema macular
Cadaveres 1 32 NA NA NA NA NA
Donadores 2 21 NA NA NA NA NA
Masculinos 3 58 NA NA NA NA NA
No 4 33 NA NA NA NA NA
Diabéticos® 5 76 NA NA NA NA NA

HbAlc (%) * Resultado de la hemoglobina Alc. ° Referencia (Wilkinson et al., 2003). ¢

Cadaveres donadores que tuvieron muerte accidental y las muestras fueron obtenidas 12.5

+0.5 h post-morten. NA: No aplica.
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