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RESUMEN

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos generados por protedlisis de hormonas
que ejercen varios efectos en el endotelio vascular, tales como la inhibicion de la
dilatacion, la permeabilidad y la proliferacion de células endoteliales, al interferir con las
cascadas de sefalizacion activadas por el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF). ElI VEGF es una glicoproteina ampliamente estudiada en relacion con sus
potentes efectos sobre la vasoproliferacion y la vasopermeabilidad. Sin embargo, el
VEGF también promueve la migracion, la proliferacion y la supervivencia de distintos
tipos celulares en el sistema nervioso. Por otra parte, el factor de crecimiento neural
(NGF) es considerada la neurotrofina prototipica, conociéndose que puede regular la
migracion de las neuronas diferenciadas, en lugar de la proliferacion de las mismas. En
nuestro trabajo se cuantifico la actividad neurotrofica del VEGF y del NGF sobre
explantes de ganglios de la raiz dorsal (DRG), y particularmente el posible antagonismo
ejercido por las vasoinhibinas. Se observé un incremento en la densidad neuritica en
respuesta a distintas concentraciones del VEGF y del NGF (3.125 y 6.25 nM). La co-
incubacion con vasoinhibinas (1, 5 y 10 nM) redujo la densidad del crecimiento
neuritico inducido por ambos factores de crecimiento. Estos resultados muestran por
vez primera un efecto a nivel celular de las vasoinhibinas sobre el sistema nervioso
periférico. Nosotros concluimos que las vasoinhibinas antagonizan el efecto
neurotréfico del VEGF, de manera similar a lo observado en el endotelio vascular, y
también el efecto neurotrofico del NGF. Las cascadas de sefalizacion a través de las
cuales las vasoinhibinas bloquean éstos efectos neurotréficos aun deben ser

dilucidadas.




SUMMARY

Vasoinhibins are a family of peptides generated by the proteolysis of hormones such as
prolactin, growth hormone, and placental lactogen. Vasoinhibins exert various effects on
blood vessels, including the inhibition of dilation, permeability, and endothelial cell
proliferation by interfering with signaling cascades activated by VEGF. Vascular
endothelial growth factor (VEGF) is a glycoprotein with potent vasoproliferation and
vasopermeability effects. Moreover, VEGF promotes the migration, proliferation, and
survival of different cell types in the nervous system, including neural stem cells. Neural
growth factor (NGF) is considered the prototypical neurotrophin that regulates the
migration of differentiated neurons rather than their proliferation. Our work quantified the
neurotrophic activity of VEGF and NGF in dorsal root ganglion (DRG) explants and its
putative antagonism by vasoinhibins. An increase in the density of the neuritic
outgrowth was observed in response to VEGF and NGF (1.25, 3.125 and 6.25 nM). Co-
incubation with vasoinhibins (1, 5, and 10 nM) reduced the density of the neuritic growth
induced by both growth factors. These results show for the first time an action of
vasoinhibins on the peripheral nervous system. We conclude that vasoinhibins
antagonize the neurotrophic effects of VEGF, perhaps in a manner similar to that seen
in endothelial cells, as well as those of NGF. The signaling cascades by which

vasoinhibins block these neurotrophic effects remains to be elucidated.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Considerando la informacion existente sobre la estrecha relacién anatémica que
guardan el sistema vascular y el sistema nervioso periférico, el propésito del presente
proyecto fue el de explorar un posible regulador comun para el desarrollo de estos dos
sistemas. Con este propédsito estudiamos en el ganglio de la raiz dorsal, un modelo de
sistema nervioso periférico (SNP), a dos de los factores reguladores de la fisiologia de
los sistemas vascular y nervioso mejor caracterizados, como lo son el Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) y el
Factor de Crecimiento Neural (Nerve Growth Factor, NGF) y particularmente, la
interaccién funcional que se pudiese presentar entre dichos factores y las
Vasoinhibinas (Vi), péptidos hasta ahora descritos con una serie de importantes efectos
en la fisiologia vascular, opuestos a los evocados por el VEGF sobre el endotelio
vascular, pero sin ningun antecedente sobre posibles acciones en la esfera del sistema

nervioso.

1.1 Generalidades del Sistema Nervioso

Las funciones del sistema nervioso son controladas en su nivel mas basico por la
neurona. El hecho de que cada neurona se diferencie en un momento y un lugar
particular adoptando un fenotipo caracteristico, permite que se presente una enorme

diversidad de funciones y conexiones en el sistema nervioso adulto.

En los vertebrados, todas las células del sistema nervioso derivan de la placa neural.
Hacia el final de la gastrulacién, la placa neural comienza a doblarse y formar el tubo
neural. Las células de la cresta neural migran a partir de la parte dorsal del tubo neural
y dan origen a neuronas sensoriales. Las células que permanecen en el tubo neural
dan origen a estructuras cerebrales y de la médula espinal que comprenden el sistema
nervioso central (SNC) (Wolpert et al., 2007).




1.2 Interaccion entre el sistema nervioso y el sistema vascular

Desde hace aproximadamente cinco siglos, el anatomista belga Andreas Vesalius
documento el paralelismo entre el endotelio vascular y el sistema nervioso. A simple
vista, el sistema nervioso y el sistema vascular parecen ser tanto estructural como
funcionalmente diferentes. Sin embargo, ambos sistemas comparten multiples
similitudes: durante el desarrollo, tanto el sistema nervioso como el endotelio vascular
emiten proyecciones a larga distancia para alcanzar sus areas blanco, a donde son
guiadas por gradientes de factores de crecimiento. Para hallar el camino correcto,
células endoteliales especializadas que se encuentran en la punta de los vasos, asi
como el cono de crecimiento de las neuronas, extienden filopodios que sensan el
ambiente en su camino a lo largo del organismo. Asi mismo, se sabe que los vasos
endoteliales y los axones siguen rutas paralelas en la periferia y al parecer la

interaccién entre ambos sistemas es bidireccional (Lazarovici et al., 2006).

Una vez completado el desarrollo de los sistemas vascular y nervioso, la generacion
de nuevos vasos o neuronas se limita a algunos procesos fisioloégicos en areas
delimitadas. Una correlacion interesante es que la neurogénesis se lleva a cabo en
nichos vasculares donde también proliferan células endoteliales (Taupin, 2005).
Ademas, muchas neuropatologias se asocian a su vez con patologias
cerebrovasculares. Una mala perfusion, el crecimiento de vasos endoteliales
aberrantes o la ruptura de la barrera hematoencefalica, son factores determinantes de
enfermedades tales como la enfermedad vascular cerebral, la esclerosis multiple, la
demencia de inicio tardio, la degeneracion macular relacionada con la edad vy la
retinopatia diabética, lo cual permite suponer una dependencia del sistema nervioso de

la vasculatura (Zacchinga et al., 2008).

En base a lo anterior, se cree que el desarrollo y la homeostasis de ambos sistemas
son controlados por los mismos factores de crecimiento y sus receptores. Estudios
recientes han reportado que tanto el sistema vascular como el sistema nervioso
comparten una variedad de factores de crecimiento, lo cual sugiere la evolucion de los

mismos mecanismos moleculares que controlan la emisién de filopodios que les




permiten encontrar rutas estereotipicas, el patrén espacial, la proliferacion y la

supervivencia.

En los ultimos afos, el numero de factores de crecimiento reportados como
compartidos en ambos sistemas se ha incrementado considerablemente. Entre éstos,
se incluyen al VEGF, las efrinas y la familia de los factores de crecimiento neurotrofinas
(Raab y Plate, 2007).

1.3 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son importantes sustancias reguladoras cuya presencia
se ha reportado tanto en vertebrados como en invertebrados e inclusive en plantas, en
donde son conocidos como agentes biolégicamente activos denominados citocininas.
Representan las sefiales biologicas involucradas en la regulacion del crecimiento
celular y la diferenciacién, asi como en el control de procesos metabdlicos especificos
durante la vida prenatal y postnatal. Ciertos factores de crecimiento actuan de manera
restrictiva en un tipo celular especifico, mientras que otros muestran un amplio espectro

de actividad en distintos tipos celulares.

Se sabe que los factores de crecimiento son producidos y secretados tanto por
células normales como neoplasicas in vivo e in vitro en una gran variedad de tejidos.
Con frecuencia se liberan en sitios cercanos a sus células blanco, dando lugar a
respuestas paracrinas y en ocasiones autdcrinas (Haigh et al., 2003). Sin embargo,
algunos factores de crecimiento, o productos proteoliticos de los mismos, pueden
circular en la sangre y actuar en sitios lejanos. Son considerados componentes
necesarios para la supervivencia y el crecimiento de células cultivadas in vitro,
protegiendo a las células de la muerte. Ademas, los factores de crecimiento se
involucran en la supervivencia celular in vivo y desempefan un papel crucial en los

mecanismos de control del desarrollo de 6rganos y tejidos (Pimentel, 1994).

Ademas de su accibn como promotores del crecimiento e inductores de

diferenciacion, los factores de crecimiento pueden llevar a cabo una gran variedad de




efectos en las células sensibles a los mismos (células blanco), incluyendo diversos
efectos metabdlicos. Se han implicado en importantes procesos fisiologicos, tales como
inflamacion, reacciones inmunes y reparacion de tejidos (Pimentel, 1994). A los
factores de crecimiento con efectos especificos sobre el tejido nervioso se les ha

denominado factores neurotroficos.

1.4 Factores neurotroficos

La diversidad celular en el sistema nervioso es producto de procesos concertados de
proliferacion celular, diferenciacidén, migracion, supervivencia y formacién de sinapsis.
La adhesion neural y las moléculas de matriz extracelular han mostrado desempefiar
papeles clave en la migracidn y guia axonal, asi como en el establecimiento de
sinapsis. La familia de factores neurotroficos y de cinasas de tirosina (Trk) han
aportado importantes claves para entender la transduccion de las sefiales neuronales
(Skaper et al., 1998).




CAPITULO 2: ANTECEDENTES
2.1 Factor de crecimiento neural (NGF)

Descubierto por su habilidad para inducir el crecimiento, diferenciacion y
supervivencia de neuronas periféricas durante el desarrollo embrionario, el NGF es la
neurotrofina prototipica que define las propiedades y funciones de esta clase de
factores de crecimiento. Existen dos caracteristicas unicas de las acciones del NGF en
neuronas, opuestas a las acciones de otros factores de crecimiento en otros tipos
celulares. En primer lugar, el NGF regula funciones de neuronas diferenciadas como el
crecimiento en lugar de la proliferacién. En segundo lugar, el NGF es sintetizado a una
distancia considerable del cuerpo celular neuronal o soma por tejidos periféricos y otras
neuronas blanco, que son contactadas por los axones de las neuronas sensibles al
NGF. En el SNP, las fuentes tisulares del NGF (y otros factores neurotroficos)
normalmente son células no neuronales, mientras que en el SNC son sintetizados
predominantemente por neuronas bajo condiciones fisioldgicas. Durante el desarrollo,
se establece un flujo retrogrado del NGF de la célula blanco a la terminacién nerviosa y
a través del axon, al cuerpo celular. Aquellas neuronas que establecen este flujo
sobreviven el periodo de muerte neuronal, mientras que aquellas que no lo hacen,
degeneran. Una vez establecido el flujo retrogrado del NGF, éste debe continuar para

desarrollar y mantener el estado diferenciado de la neurona.

El fendbmeno generalizado de muerte programada posterior a la deprivaciéon de
blancos (axotomia) sugiere que la mayoria de las neuronas responden o son regulados
por factores neurotréficos. Esta hipotesis fue validada por el aislamiento subsecuente
de un segundo factor neurotréfico, denominado factor neurotréfico derivado del cerebro
(brain-derived nerve factor, BDNF), capaz de permitir la supervivencia de neuronas
sensoriales pero no simpaticas. Estudios posteriores revelaron que el gen del BDNF
era estructuralmente similar al del NGF, derivando en el concepto de familia de
neurotrofinas. Mediante estudios de homologia, se descubrieron algunos miembros
adicionales como la neurotrofina-3 y la neurotrofina-4 que comparten aproximadamente

el 50% de identidad en la secuencia de aminoacidos (Nico et al., 2008).




Los efectos biolégicos del NGF dependen directamente de su unién a receptores de
superficie celular: TrkA y p75. El TrkA es una cinasa de tirosina transmembranal de
140-kDa, que es el receptor especifico para el NGF y es fosforilado en residuos de
tirosina posterior a la union con su ligando. El p75 es una glicoproteina de 75-kDa,
miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral y la cual
también es conocida como receptor pan neurotrofina porque se puede unir con baja
afinidad no sélo al NGF sino también a otras neurotrofinas. Por su parte, la fosforilacion
del TrkA activa una cascada de senalizacion via la activacion de las vias de ERK1/2 y
fosfatidil-3’cinasa / Akt, derivando en la estimulacién de la proliferaciéon celular (Raab y
Plate, 2007).

2.1.1 NGF en sistema vascular.

En cuanto a los efectos del NGF sobre el endotelio vascular, Lambiase y
colaboradores (2000) demostraron que se encuentran receptores de NGF en cultivos
de células endoteliales, cuya activacion influye sobre la biologia celular de la
vasculatura (Lambiase et al., 2000). Por su parte, Cantarella y colaboradores (2002)
mostraron que el NGF estimula la proliferacién de células endoteliales de vena
umbilical humana y la expresion en dicha células de los receptores TrkA y p75 por
analisis de RT-PCR y Western-blot (Cantarella et al., 2002).

2.2 Factor de crecimiento del endotelio vascular.

El VEGF es una glicoproteina que fue purificada y clonada por Dvorak y
colaboradores en 1983, basados en sus actividades como un inductor de la
permeabilidad vascular y como un mitégeno de las células endoteliales. Fue
identificado en un cultivo condicionado de células agranulares en la adenohipdfisis del
bovino y en una variedad de lineas celulares transformadas. También se identificd

como factor de permeabilidad vascular en un cultivo de lineas celulares tumorales en
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etal.. 2001) VEGF conocidos son el
VEGF-A, el VEGF-B, el VEGF-C, el VEGF-D vy el factor de crecimiento placentario
(Fig. 1). Estas glicoproteinas son a su vez miembros de una superfamilia estructural de
factores de crecimiento que contienen cisteina e incluyen al factor de crecimiento
derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) y al factor de crecimiento transformante 32

(TGFB2).

2.2.1 FAMILIA DEL VEGF
2.2.1.1 VEGF-A

También conocido como factor de permeabilidad vascular (VPF), es una glicoproteina
homodimérica de 34 a 46 kD con actividad mitogénica originalmente considerada como
altamente especifica para células del endotelio vascular y un potente inductor de
permeabilidad vascular. El gen del VEGF-A humano posee ocho exones separados por
siete intrones y se localiza en el cromosoma 6p21.3 (Fig.1). Los monémeros del VEGF-
A se encuentran unidos por puentes disulfuro formando homodimeros. El exén 1 vy
parte del exon 2 codifican la secuencia de la sefal hidrofébica, los exones 3 y 4
codifican los dominios responsables de la unidn a su receptor, mientras que los exones
6 y 7 codifican los dominios basicos capaces de unirse a la heparina (Ruiz de
Almodovar et al., 2009). Las isoformas del VEGF humano son generadas por splicing
alternativo del ARN mensajero del VEGF-A y son de 121, 145, 165, 189 y 206
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VEGF 06 son mas restrictivos en su expresion. Las 4 isoformas mas largas del VEGF-A
se unen a heparina, lo cual afecta su bio-disponibilidad; el VEGF42 se difunde
libremente dado que carece de los residuos de aminoacidos responsables de la unién a
heparina. Cuando la isoforma del VEGF 45 es secretada, una proporcion de la proteina
permanece asociada con la superficie de la matriz extracelular (MEC). Asi mismo, las
isoformas VEGFqs9 y VEGF 505 permanecen casi completamente unidas a la MEC
(Achen y Stacker, 1998). Dichas isoformas son liberadas de la MEC por proteinasas,
como heparinasas y metaloproteasas de matriz (MMPs), con lo cual contribuyen a la
regulacion tanto de la forma como del numero de vasos sanguineos. Debido a su
distinta afinidad por la matriz extracelular, las isoformas del VEGF-A muestran un
gradiente de distribucion espacial del VEGF para el patron de los vasos sanguineos,
con la isoforma VEGFq,1 difundiendo a grandes distancias, el VEGFs5 alcanzando
blancos celulares intermedios, y la isoforma unida a la MEC, el VEGF g9 respondiendo
a sefales a distancias cortas.

Se han identificado tres receptores altamente afines para el VEGF: el VEGFR-1
(también llamado Flt1, fms- like tyrosine kinase), el VEGFR-2 (también llamado Flk1 -
fetal liver kinase- en ratén y KDR en el humano), y el VEGFR3 (Flt4), pertenecientes a
la familia de receptores membranales con actividad de cinasas de tirosina (Fig.3) .
Ademas de dichos receptores, se ha descrito que las neuropilinas (NRPs) 1 y 2 pueden
funcionar como co-receptores de los distintos miembros de la familia del VEGF (Prahst
et al., 2008). Los receptores del VEGF (VEGFRs) contienen siete asas de tipo

inmunoglobulinas (Ig) en su parte extracelular (excepto el VEGFR3 que contiene sélo




seis) y un dominio con actividad de cinasa de tirosinas en su region intracelular. El
segundo y tercer dominio tipo Ig median la union del ligando, mientras que los dominios

cuarto y séptimo median la dimerizacién del receptor.

EI VEGFR1 y el VEGFR2 se localizan en las células endoteliales desde el desarrollo
embrionario. EI VEGFR-3 se expresa durante el desarrollo embrionario en los
angioblastos del mesénquima de la cabeza, la vena cardinal y el alantoides; mientras
que en el tejido adulto se encuentra de manera casi exclusiva en el endotelio linfatico
(lljin et al., 2001).

El VEGFR1 y el VEGFR2 difieren en varios aspectos. El VEGFR2, que esta mejor
caracterizado, tiene una importante actividad de cinasa de tirosina y dirige la
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Fig. 3 Receptores del VEGF y sus
respectivos ligandos (Ruiz de
Almodovar et al., 2009). Aunque el VEGFR1 fue el primer receptor

del VEGF descrito, su funcion aun no es tan conocida. Mediante un proceso de splicing
alternativo, el VEGFR1 da lugar a dos isoformas, una localizada en la membrana (mFlt-
1) y una isoforma soluble (sFlt-1) que es secretada por las células endoteliales. La
isoforma soluble actua como un anclaje de ligando para modular la cantidad del VEGF-
A disponible para la unién con el VEGFR2. Asi mismo, la forma transmembranal del
receptor tiene una actividad débil de cinasa de tirosina, pero adecuada afinidad a la
proteina. Por lo tanto, ambas isoformas del VEGFR1 actuan como un receptor
“sefiuelo” que evita la activacion excesiva del VEGFR2 al atrapar al VEGF circulante.

Este parece ser el caso durante el desarrollo, dado que embriones que carecen del




VEGFR1 mueren debido a la desorganizacion del sistema vascular (Hiratsuka et al.,

1998).

Otra clase de receptores del VEGF son las NRPs, las cuales son glicoproteinas de

superficie celular que fueron inicialmente identificadas como proteinas de adhesion en

el sistema nervioso central y posteriormente como receptores de la clase 3 de

semaforinas (sema 3A), una familia de polipéptidos involucrados en la direcciéon axonal

que se expresan ademas en células endoteliales y varios tipos de células tumorales

(Cheng et al., 2004).

En 1996, Soker y colaboradores reportaron el hallazgo de un receptor especifico a la

VEGF

NRP1

Fig. 4 Estructura molecular
de la NRP1 con los sitios
de unién para sus distintos
ligandos (Ruiz de
Almodovar et al., 2009).

isoforma VEGF5, al que denominaron VEGFgsR.
Posteriormente, el mismo grupo de investigacién purifico y
clon6é dicho receptor, concluyendo que se trataba de la
NRP1, lo que indicaba que dos ligandos estructuralmente
diferentes y con marcadas diferencias en sus respectivas
actividades bioldgicas (estimulacion de la angiogénesis por
el VEGF y quimiorepulsién de células neuronales por la
clase 3 de Semaforinas) se unen al mismo receptor con
afinidad similar (Soker et al., 1998).

La NRP1 es una glucoproteina de un solo paso

transmembranal con dominios extracelulares A y B
necesarios para la union a las semaforinas, mientras que
solo el dominio B es necesario para la union del VEGF (Fig.

4). El dominio B también se une a heparina, incrementado

de esta manera la interaccion del VEGF con la NRP1. Aunque las semaforinas

interactuan directamente con las plexinas, la clase 3 de las semaforinas (sema 3A a F)

se unen a neuropilinas y forman complejos con las plexinas y de ésta manera se inicia

la transduccion de las sefiales. La semaforina 3A se une a su receptor e induce el

colapso del cono de crecimiento mediante la NRP-1, mientras que las semaforinas 3B,
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3C, 3E y 3F reconocen ambas neuropilinas, actuando sobre las NRP-1 como

antagonistas y sobre las NRP-2 como agonistas (Cheng et al., 2004).

El dominio C de la NRP1 es importante para la oligomerizacion con el VEGFR2.
Algunos estudios demuestran que el VEGF 45y el VERF 159 se unen a la NRP1, pero no
el VEGF 421 que carece del exdn 7, el cual codifica para el sitio de union a la NRP1. La
NRP2 interactia con el VEGF 45 y el VEGF 165 (Ruiz de Almodovar et al., 2009).

Las neuropilinas incrementan la senalizacion del VEGF al actuar como co-receptores
para los receptores del VEGF. Cuando se co-expresan con el VEGFR2, éstos se
asocian con la NRP1 y se amplifica la fosforilacion y sefalizacion del VEGFR2. Las
NRPs contienen un dominio intracelular de union a las proteinas PDZ que interactua
con proteinas intracelulares, como la sinectina. La deleciéon del dominio de unién a PDZ
disminuye la formacién de complejos entre la NRP1 y el VEGFR2, disminuyendo la
respuesta de las células endoteliales al VEGF 165, sugiriendo que la sinectina actua
como un puente entre las NRPs y las moléculas intracelulares de sefalizacion (Prahst
et al., 2008).

Durante el desarrollo, la expresiéon de la NRP1 se restringe a vasos arteriales,
mientras que la NRP2 se expresa en vasos venosos y linfaticos. Embriones murinos
deficientes en la NRP1 son letales debido a defectos en el sistema vascular, incluyendo
alteraciones en la vascularizacion neuronal y un remodelamiento vascular anormal. En
contraste, los embriones que carecen de la NRP2 son viables, no mostrando evidencia
de defectos cardiovasculares, aunque los pequefos vasos linfaticos y capilares no se
forman. La pérdida de la sinectina tanto en raton como en el pez cebra, ocasiona

defectos arteriales especificos (Prahst et al., 2008).

2.2.1.2 VEGF-B

También conocido como factor relacionado al VEGF (-A) (VEGF related factor, VRF),
comparte aproximadamente un 44% de similitud con la secuencia de aminoacidos del

VEGF-A. Se une al VEGFR-1, con el cual forma homodimeros unidos por puentes




disulfuro y existen dos tipos de isoformas que constan de 167 y 186 aminoacidos.
También se ha reportado su unién a la NRP1. Estas isoformas difieren en secuencia
s6lo en la region carboxilo terminal. El VEGF-B167 se une a la heparina y permanece
predominantemente asociado a las células, mientras el VEGF-B1gs se secreta de forma
libre desde las células. Se ha reportado que el VEGF-Bs7 estimula la proliferacion de
células endoteliales in vitro y el proceso de angiogénesis in vivo (Achen and Stacker,
1998). Sin embargo, la potencia de dichos efectos es menor que la inducida por el
VEGF-A. Se ha encontrado la expresion del gen del VEGF-B durante el desarrollo
embrionario en el tejido cardiaco; en tejido adulto se ha demostrado la expresion de
dicho gen en el musculo cardiaco y esquelético. Sin embargo, de acuerdo con Aase y
colaboradores, los ratones VEGF-B 7 aunque muestran anormalidades en el desarrollo
y la funcion cardiaca, son viables y fértiles, indicando que el VEGF-B no es
indispensable para los procesos de vasculogénesis o de angiogénesis (Aase et al.,
2001).

2213 VEGF-C

También conocido como proteina relacionada a VEGF-A (VEGF related protein,
VRP), se reportd originalmente como un ligando para el VEGFR3 (flt4). La secuencia
de aminoacidos del VEGF-C tiene una region central, relacionada con otros miembros
de la familia del VEGF y contiene aproximadamente un 30% de similitud con la
secuencia de aminoacidos del VEGF-A. Ademas, la secuencia del VEGF-C tiene
extensiones N-terminal y C-terminal que no se encuentran presentes en el VEGF-A, en
el VEGF-B o en el factor de crecimiento placentario (PIGF).

El VEGF-C induce permeabilidad vascular y es mitogénico para las células
endoteliales in vitro, aunque menos potente que el VEGF-A. La expresion génica del

VEGF-C es inducida por numerosas citocinas pro-inflamatorias, pero no por la hipoxia.

Durante el brote del endotelio linfatico, en la embriogénesis, el patron de la
expresion génica del VEGF-C se relaciona con la expresién génica del VEGFRS3,

sugiriendo que estas moléculas constituyen un sistema paracrino que regula la
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angiogénesis de la vasculatura linfatica. También se une al VEGFR2 aunque con
menor afinidad, y no se une al VEGFR1. Asi mismo, se ha reportado su union a la
NRP2.

2.21.4 VEGF-D

Este miembro de la familia se encuentra cercanamente relacionado con el VEGF-C
en su estructura primaria, teniendo un dominio central homélogo al VEGF-A y
extensiones N-y C- terminal. El VEGF-D y el VEGF-C comparten un 31% de identidad
de aminoacidos. ElI dominio homdlogo con el VEGF-A muestra mayor similitud que
aquel que comparte con el VEGF-C (61% de identidad en secuencia de aminoacidos).
La region de su terminal-C es rica en residuos de cisteina y por ésta via puede

interactuar con proteinas ligadas a la membrana.

El VEGF-D se une y activa tanto al VEGFR2 como al VEGFR3 y su capacidad para
unirse a dichos receptores esta asociada (como en el caso del VEGF-C) con el dominio
homologo al VEGF. También se ha reportado su union a la NRP2. En el humano
adulto, la transcripcion del VEGF-D se encuentra en varios tejidos, siendo mas

abundante en pulmén y corazén.

2.2.1.5 Factor de crecimiento placentario

El factor de crecimiento placentario (PIGF) es una proteina homodimérica unida por
puentes disulfuro que posee aproximadamente un 46% de identidad con la secuencia
de aminoacidos del VEGF-A y que se une y activa al VEGFR1 pero no al VEGFR2,
pudiendo formar heterodimeros con el VEGF-A. Se han caracterizado 3 isoformas del
PIGF, de las cuales sélo una, la PIGF-2, se une a la heparina. El gen del PIGF se
expresa predominantemente en la placenta y se piensa que sus homodimeros son
pobremente mitogénicos para las células endoteliales in vitro y extremadamente
permeables en comparacion con el VEGF (Achen y Stacker, 1998). Se ha reportado
que la forma del PIGF que se une a la heparina también se puede unir a la NRP1 y la
NRP2.
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2.2.2 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DEL VEGF
2.2.2.1 Hipoxia

El oxigeno juega un papel importante en la regulacion de la expresion génica del
VEGF, tanto in vivo como in vitro. La expresion del ARNm del VEGF es rapida y
reversiblemente inducida por la exposicion a baja presion de O,. El factor inductor de
hipoxia—1 (HIF-1) es un factor de transcripcién que regula la homeostasis del oxigeno
al unirse al elemento de respuesta a hipoxia (HRE) que se encuentra en el promotor del
VEGF. Este también es inducido en respuesta a la estimulaciéon por factores de
crecimiento y a la sefalizacion por calcio, mediando respuestas adaptativas a dicha
hipoxia; dicho factor también esta implicado en la activacién de la transcripcion del gen
del VEGF cuando ocurre acumulacion de adenosina, lo cual sucede bajo condiciones
hipéxicas. De acuerdo a diversos estudios, al activar a los receptores A, de adenosina
se producen concentraciones elevadas de AMPc lo que incrementa los niveles del
ARNm del VEGF (Ferrara et al., 1992).

2.2.2.2 Citocinas

Diversos estudios han probado que la exposicidén de las células que producen el VEGF
al factor de crecimiento epidermal (EGF), al TGF-f o al factor de crecimiento
keratinocitico, resulta en una marcada induccion de la expresion del ARNm del VEGF;
por esto, se ha propuesto que el VEGF podria funcionar como un mediador paracrino

para los agentes angiogénicos que actuan de forma indirecta.

2.2.3 VEGF EN EL SISTEMA NERVIOSO

En la década de los 90’s, Silvermann y colaboradores realizaron parte de los
estudios pioneros del efecto de la aplicacién del VEGF en el neuropilo del SNC.

Utilizando un explante mesencefalico fetal en medio libre de suero, la administracion de
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la isoforma 165 del VEGF-A indujo una respuesta angiogénica dependiente de la dosis,
asi como un crecimiento profuso de las neuritas, en comparacion con los explantes sin
tratamiento. Dichos resultados llevaron a los autores a concluir que la aplicacién del
VEGF a explantes del SNC, como podria estar ocurriendo in situ, podria mediar el
crecimiento y la interaccién de varios tipos celulares en el neuropilo del SNC
(Silvermann et al.,, 1999). La administracion del VEGF también mostré un efecto
mitogénico significativo en células gliales positivas a la tincion de la proteina fibrilar
acidica glial (GFAP [+]) que expresaban el receptor VEGFR-2 (Silvermann et al., 1999).

Por su parte, Sondell y colaboradores demostraron un efecto similar del tratamiento
con el VEGF utilizando neuronas del SNP. El trabajo de dicho grupo consistié en la
incubacion de explantes de ganglios de la raiz dorsal y cervical superior de ratas
adultas en presencia de distintas concentraciones del VEGF, observando crecimiento
axonal e incremento en la supervivencia celular mediante la reduccién de la apoptosis
neuronal y de células de Schawnn. Ademas del crecimiento axonal inducido por la
incubacién con el VEGF en un medio libre de suero, reportaron un efecto aditivo con la
administracion de una baja concentracion del NGF. Los efectos de crecimiento y
supervivencia disminuyeron al utilizar el PD98059, un inhibidor de la via de
senalizacion de las MAPK, sugiriendo que dichos efectos eran mediados a través del
receptor VEGFR-2 (Sondell et al., 1999). Posteriormente, el mismo grupo demostré la
expresion del ARNm del VEGFR2 en cultivos de neuronas tanto del ganglio cervical
superior como de ganglios de la raiz dorsal (Sondell et al., 2000). En sus experimentos
observaron que la expresion del VEGFR2 se increment6 después del cultivo, asi como
también posterior a una lesién in vivo. Reportaron ademas que el crecimiento axonal
inducido por el VEGF fue bloqueado por el SU5416, un inhibidor especifico del
VEGFR2.

En relacion al papel que desempena el VEGF-A durante el desarrollo del sistema
nervioso, Yang y Cepko demostraron la expresion del receptor VEGFR2 en células
progenitoras neuronales y algunas células diferenciadas durante el desarrollo de la
retina del ratdbn en un estadio avascular. Reportaron ademas que el VEGF-A se
expresaba en células adyacentes a aquellas que expresaban el VEGFR2, lo que
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implicaba un papel directo en la neurogénesis y el desarrollo de la retina. Dicho efecto
directo fue confirmado por estudios in vitro utilizando células de la retina aisladas de
ratas recién nacidas, en las cuales el VEGF-A increment6 el numero tanto de

fotoreceptores como de células amacrinas (Yang y Cepko, 1996).

La expresiéon neuronal del VEGFR1 y el VEGFR2 en el cerebro de ratas, tanto en
células endoteliales como en neuronas, fue demostrado por Yang y colaboradores. Sin
embargo, dos grupos independientes, Haigh y colaboradores y Hiratsuka vy
colaboradores no hallaron cambios patolégicos en cerebros de ratas en las que se
elimind (knockout) el VEGFR2 en células neuronales del cerebro en desarrollo, ni en
ratones con sefalizacion deficiente del VEGFR1 (Yang et al., 2003; Haigh et al., 2003;
Hiratsuka et al., 1998). Estos resultados sugieren que la sefalizacion neuronal
desencadenada por los receptores del VEGF durante el desarrollo, no desempefia una
funcién esencial en la proliferacion, diferenciacion o supervivencia. Sin embargo, los
efectos neuronales directos del VEGF-A podrian ser necesarios para la definicion fina

del proceso de desarrollo del sistema nervioso.

Otros estudios han sugerido un papel para el VEGF en la regeneracién de nervios
periféricos. Hobson y colaboradores demostraron que la aplicacién del VEGF en un
modelo de regeneracion del nervio ciatico, promueve la mielinizacidon de los axones en
un 78% e incrementa también, de forma esperada, la angiogénesis. Estos resultados
motivaron a los autores a concluir que existia una cercana interaccién entre la

regeneracion nerviosa y los vasos sanguineos (Hobson et al., 2000).

Schratzberger y colaboradores, utilizando un modelo de isquemia de miembro
trasero de conejo que asemeja la neuropatia isquémica periférica que se presenta en
humanos, demostraron que la transferencia génica intramuscular directa de un
plasmido que codifica para el VEGF, permitia una recuperacion funcional, tanto motora

como periférica (Schratzberger et al., 2000).

Oosthuyse y colaboradores generaron un ratéon “knock-in” en el cual eliminaron el
HRE del promotor del VEGF. De esta forma, la expresion del VEGF (y por ende la

angiogenesis) fue reducida a nivel de meédula y nervios espinales, ocasionando
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degeneracion de neuronas motoras y atrofia muscular, modelo similar a la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) en ratones homocigoticos (Oosthuyse et al., 2001). Posterior a
estos resultados, el mismo grupo realizé un analisis multicéntrico de 2000 individuos en
Europa, encontrando que aquellos individuos homozigéticos con respecto a halotipos
especificos en la secuencia promotora del VEGF presentaban un riesgo incrementado
en cerca del 80% de presentar ELA. Ademas, a pesar de su genotipo, todos los
individuos que presentaron una forma esporadica de ELA mostraron una reduccion del
50% en los niveles plasmaticos del VEGF, mientras que aquellos con halotipos “de
riesgo” de presentar la enfermedad, mostraban reducciones aun mayores de los niveles
plasmaticos de la proteina, asi como una menor actividad transcripcional y traduccional
(Lambrechts et al., 2003).

2.3 Vasoinhibinas

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos derivados de la prolactina, la hormona
de crecimiento y del lactégeno placentario, que actuan a nivel endotelial suprimiendo la
dilatacion y la angiogénesis al promover la apoptosis. Estos fragmentos anti-
angiogénicos tienen masas moleculares diferentes, todas conteniendo la region amino

terminal, al menos en el caso de la prolactina (Clapp et al., 2006).

La prolactina (PRL), la hormona de crecimiento (GH) y el lactégeno placentario
humano (PL), son proteinas de 22-23 kDa de 199 (PRL) o 191 residuos (GH-PL),
forman cuatro hélices a y contienen ya sea dos (GH y PL) o tres (PRL) puentes
disulfuro. Los fragmentos amino terminales anti-angiogénicos de los péptidos son
generados por una hendidura proteolitica en la conexion entre la tercera y la cuarta
hélice a, comprendiendo residuos de 138 — 160 en PRL y de 129 — 153 en la GH y PL.

2.3.1 Vasoinhibinas en el sistema vascular
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Se sabe que las vasoinhibinas bloquean varios pasos del proceso de angiogénesis
mediante la interferencia con la actividad del VEGF, inhibicion de la sintetasa endotelial
del 6xido nitrico y la estimulacion de la apoptosis celular endotelial (Clapp et al., 2006).

En el contexto de la proliferacion celular, las vasoinhibinas pueden intervenir tanto
en la transiciéon de GO — G1 como en G2 — M, mediante la inhibicién de las ciclinas D1y
B1. Esto puede reflejar inhibicion de la via de la cinasa de proteinas activada por
mitosis (MAPK) debido a que las vasoinhibinas bloquean la activacion de MAPK
inducida por el VEGF y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) a nivel de
Ras. También se ha documentado el bloqueo de la actividad de la sintetasa endotelial
del 6xido nitrico (eNOS) inducida por el VEGF (Garcia et al., 2008).

En 1995 Torner y colaboradores demostraron que fragmentos de PRL de 14
kilodaltones (kDa) eran producidos de manera local en las neuronas magnocelulares de
los nucleos supraopticos y paraventriculares por protedlisis y reduccion de la PRL de
23 kDa, y liberadas de las terminales nerviosas neurohipofisiarias a la circulacion.
También demostraron que los fragmentos de 14 kDa contenian los determinantes
antiangiogénicos de la PRL 23 kDa, como en el caso de los fragmentos de 16 kDa.
Determinaron que los fragmentos de 14 kDa se encontraban en la neurohipéfisis pero
no en la adenohipdfisis, indicando la existencia de algun mecanismo de anclaje
especifico que opera para la formacion de la molécula de 14 kDa de PRL en el sistema

hipotalamo — neurohipofisiario (Torner et al., 1995).

2.3.2 Vasoinhibinas en el sistema nervioso

Es extraordinariamente escasa la informacion disponible sobre la posible
participacion de las vasoinhibinas en la esfera del sistema nervioso. No existe ningun
reporte sobre acciones a nivel del desarrollo, y solo se conocen algunos datos sobre
acciones centrales medidas a nivel funcional integral, sin datos celulares ni
moleculares. Se sabe por datos inéditos del laboratorio de la Dra. C. Clapp, que las
vasoinhibinas hipotalamicas participan en la respuesta aguda al estrés (Zamorano M,

comunicacion personal). La inmovilizacién de las ratas durante 30 minutos incrementé
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la expresion de las proteinas tanto de PRL como de vasoinhibinas en el hipotalamo. La
adicion de Bromocriptina, un agonista dopaminérgico que disminuye los niveles de PRL
sistémica, también redujo el incremento de los niveles de PRL y vasoinhibinas
hipotalamicas en respuesta al estrés agudo. Ademas, la incubacion de extractos
hipotalamicos de ratas estresadas con PRL exdgena derivd en un incremento en la
produccion de vasoinhibinas hipotalamicas, comparado con extractos de ratas no
estresadas, revelado por analisis de Western-blot. Estos resultados sugieren que bajo
condiciones de estrés agudo, el incremento en la PRL circulante resulta en una mayor
produccion de vasoinhibinas. Ademas, a nivel funcional, las vasoinhibinas ejercen un
efecto ansiogénico en varias tareas de comportamiento. Estos resultados muestran que
las vasoinhibinas son potentes mediadores de estrés y ansiedad en el cerebro.

Al momento actual, se desconocen los efectos que pudiesen ejercer dichos
fragmentos de prolactina (vasoinhibinas) en la morfologia del sistema nervioso, ya que
su estudio se ha centrado principalmente en los efectos a nivel del endotelio vascular,

no pudiéndose aun caracterizar a su receptor.
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CAPITULO 3: JUSTIFICACION

Las senales que determinan el crecimiento tanto de vasos como de nervios, se cree
que son compartidas entre los sistemas vascular y nervioso. Considerando que muchas
de las patologias neurodegenerativas involucran la disfuncionalidad tanto del endotelio
vascular como de células del sistema nervioso, la identificacién de dichas sefales ha

tomado especial relevancia en la investigacion biomédica de los ultimos afos.

En el presente proyecto nos interesé dilucidar si el antagonismo de los efectos del
VEGF-A con las vasoinhibinas presente en el sistema vascular se observa también en
el sistema nervioso periférico, utilizando como modelo a los ganglios de la raiz dorsal
dado que fue en dicho modelo en el cual se realizaron las primeras observaciones del
efecto neurotréfico del VEGF (Sondell et al., 1999; Sondell et al., 2000). Asi mismo, nos
interesa saber si las vasoinhibinas son capaces de antagonizar también a otros
factores, como lo es el NGF, con robustos efectos en el sistema nervioso. Esto nos
permitira determinar si éstas son sefiales compartidas entre el sistema vascular y el
sistema nervioso, que nos permitan entender los mecanismos celulares que regulan el

crecimiento y mantenimiento fisiolégico de ambos sistemas.
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CAPITULO 4: HIPOTESIS

Las vasoinhibinas antagonizan los efectos neurotroéficos tanto del VEGF como del NGF

en neuronas de ganglios de la raiz dorsal de la rata.
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CAPITULO 5: OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto sobre el crecimiento de neuritas por la co-incubacién de vasoinhibinas
con VEGF o NGF en explantes y neuronas de ganglios de la raiz dorsal (DRGs) de la

rata en periodo neonatal.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Verificar el crecimiento de neuritas inducido por la administracién tanto del VEGF

como del NGF en explantes de DRGs de ratas en periodo neonatal.

5.2.2 Analizar el efecto sobre el crecimiento de neuritas de la co-incubacién con
distintas concentraciones de vasoinhibinas y VEGF en explantes de DRGs de ratas en

periodo neonatal.

5.2.3 Analizar el efecto sobre el crecimiento de neuritas de la co-incubacién con
distintas concentraciones de vasoinhibinas y NGF en explantes de DRGs de ratas en

periodo neonatal.

5.2.4 Analizar el efecto de la co-incubacidn con distintas concentraciones de

vasoinhibinas y VEGF en cultivos de neuronas de DRGs de ratas en periodo neonatal.
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CAPITULO 6: MATERIALES Y METODOS

6.1 Verificacion del crecimiento de neuritas en DRGs.-

6.1.1 Diseccion de DRGs.- Se utilizan ratas Wistar, de dia 1 postnatal, los cuales son
sacrificados mediante la pérdida rapida de la conciencia por CO; sin hipoxia y posterior
decapitacion. Una vez sacrificadas las ratas, con ayuda de un microscopio optico se
diseca por capas la region dorsal del animal hasta alcanzar el canal vertebral, el cual se
diseca sagitalmente para permitir la visualizacidén y remocion de los ganglios de la raiz

dorsal, que se encuentran a los lados de dicho canal.

6.1.2 Explantes de DRGs.- Los DRGs disecados se colocan en un plato de Petri de
6 cm de diametro que contiene solucion Ringer (NaCl 140mM, Glucosa 23mM, Hepes
15mM, KCI 2mM, MgCl, 2mM, CaCl, 1mM, fenol al 1%, pH 7.4 y osmolaridad 300-310)
el cual se mantiene tapado y en hielo mientras se obtienen todos los ganglios.
Posteriormente, aun auxiliandose con el microscopio 6ptico, se realiza limpieza y corte

del contorno de los ganglios procurando el menor daio posible a los mismos.

6.1.3 Obtenciéon de colagena de cola de rata.- Se utilizan colas de rata adulta, las
cuales se almacenan durante su recoleccién a -20°C. Se sumergen las colas de rata en
etanol al 70% por 5 minutos y se dejan secar. Se extraen los tendones con pinzas
cromadas o quirurgicas y se sumergen en etanol al 70%. Una vez que se obtienen 5
gramos de tendones, se cortan en fragmentos de 0.5 centimetros de longitud. Se dejan
evaporar los restos de etanol sin dejar secar completamente el tejido. Se transfieren los
tendones cortados a un matraz que contiene 150ml de acido acético frio al 0.1%. Con
ayuda de un agitador magnético, se agita lentamente durante 20 horas a 4°C. Se diluye

con 200ml de agua desionizada estéril mezclando suavemente. Se centrifuga en tubos
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de fondo conico de 50ml a 9000rpm por 30 minutos a 4°C, se transfiere el

sobrenadante a tubos de 15ml y se almacena a 4°C.

6.1.4 Colocacion de explantes de DRGs en botéon de colagena.- Posterior a la
limpieza de los DRGs, cada explante fue colocado en un plato de 4 pozos (NUNC)
embebido en un boton de 30 pl que contenia medio de cultivo DMEM (GIBCO) con
25% de colagena de cola de rata que contenia 8.5 ug/ml de proteina, 1% de penicilina-
estreptomicina (GIBCO) al 10,000 U/ml de penicilina y 10,000ug/ml de estreptomicina,
7.5% de bicarbonato de sodio y 2.5% de Cloruro de sodio a una concentracion de
1.5mM. Se permite la polimerizacion de dicho botéon mediante su incubacion durante 45

minutos a 37°C en una atmodsfera himeda de 5% de CO..

6.1.5 Cultivos primarios.- Posterior a la polimerizaciéon del botén de colagena en que
fueron embebidos los DRGs, cada explante se cultivd en 250 ul de medio que contenia
Medio Neurobasal (GIBCO), el suplemento B27 (GIBCO) al 2%, 0.25% de L-Glutamina
(GIBCO) a una concentracion de 200mM y 1% de penicilina-estreptomicina a 37°C en

una atmosfera humeda de 5% CO; por 24, 48 6 72 horas.

6.1.6 Tratamiento con el VEGF.- Se utiliz6 VEGF-A recombinante humano donado
por Genentech a concentraciones de 1.25nM, 3.125 nM o 6.25 nM. ElI VEGF fue
incorporado al momento del cultivo con 250ul de medio Neurobasal suplementado e
incubado a 37°C en una atmdsfera humeda de 5% CO, ya fuese durante 24, 48 o 72
horas. Los explantes control fueron incubados unicamente en 250ul medio neurobasal
suplementado e igualmente mantenidos a 37°C en una atmdsfera humeda de 5% CO,

durante los mismos periodos de tiempo.

6.1.7 Tratamiento con el NGF.- Las concentraciones utilizadas de NGF (Sigma-
Aldrich) fueron 1.25nM, 3.125nM o 6.25nM, las cuales fueron incorporadas al momento
del cultivo con 250ul de medio Neurobasal suplementado y mantenidos a 37°C en una
atmodsfera humeda de 5% CO, ya fuese durante 24, 48 o 72 horas. Los explantes

control fueron incubados unicamente con 250ul medio neurobasal suplementado e
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igualmente mantenidos a 37°C en una atmosfera humeda de 5% CO, durante los

mismos periodos de tiempo.

6.1.8 Incubaciéon con Faloidina Rodaminada.- Una vez concluido el periodo de
incubacion con el medio Neurobasal suplementado y los distintos factores de
crecimiento, los explantes fueron fijados mediante su inmersién en paraformaldehido
(PFA) al 4% durante 20 minutos sin agitacion a temperatura ambiente, posterior a lo
cual, utilizando una espatula se desprendieron del pozo los botones de colagena y se
mantuvieron 10 minutos mas en PFA en agitacion suave. Se realizaron 3 lavados de 5
min con solucién amortiguadora fosfosalina (PBS) y se incubaron en oscuridad durante
1 hora con faloidina rodaminada 1:300 (Molecular Probes). Una vez concluida la
incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS en oscuridad y se montaron
las muestras en portaobjetos debidamente rotulados utilizando como medio de montaje
glicerol/PBS a una concentracién de 1:1 para observacibn en microscopia de

fluorescencia.

6.1.9 Inmunohistoquimica.- Posterior a la incubacion con las distintas
concentraciones del VEGF o del NGF en Medio Neurobasal suplementado, los
explantes de los DRGs se fijaron mediante la inmersion en PFA al 4% durante 20
minutos sin movimiento y posterior al desprendimiento de los mismos, se mantuvieron
durante 10 minutos mas en PFA en agitacion suave a temperatura ambiente,
realizandose después 3 lavados de 5 minutos con PBS en agitacion. Se bloquearon las
muestras durante 1 hora con suero de cabra al 5% diluido en PBS en agitacién suave a
temperatura ambiente y un lavado posterior de 10 min en agitacién suave con PBS. Se
incubaron las muestras a 4°C con el anticuerpo primario anti B-tubulina clase |l
neuronal (Covance) a una concentracion de 1:1500 en suero de cabra al 5%, triton
0.1% y PBS en agitacién suave durante la noche. Se realizaron 6 lavados de 10 min
con PBS en agitacion suave, e incubaron en oscuridad con el anticuerpo secundario
Alexa 488 hecho en cabra y que reconoce IgG de ratdn (Invitrogen) a una
concentracion de 1:500 por 1 hora. Por ultimo, se realizaron 6 lavados de 10 min con
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PBS en agitacion vigorosa y las muestras se montaron en glicerol/PBS a una

concentracion de 1:1 para observacion en microscopia confocal.

6.1.10 Visualizacion del crecimiento de neuritas.- Utilizando un microscopio confocal
Nikon, se capturaron imagenes de los cuatro cuadrantes de los explantes completos y
cada 2um a través del eje Z, para llevar a cabo aplastamiento de las imagenes y
construccién de imagenes en mosaico de los mismos utilizando el programa de
software Adobe Photoshop CS.

6.1.11 Cuantificacion del crecimiento de neuritas.- El crecimiento de las neuritas se
evalu6 mediante el programa de software Image pro plus utilizando como medida
indirecta del incremento en la densidad de las mismas, la cantidad de pixeles
reportados por dicho programa. Para evitar el ruido de los pixeles que se reportaban en
el cuerpo de los DRGs, éstos fueron oscurecidos utilizando el programa Photoshop CS
y tomando el ruido de fondo de cada explante como coloracion de base para el

oscurecimiento.

6.1.12 Analisis estadistico.- Los datos aportados por el software Image Pro Plus
fueron analizados con el programa SigmaStat por ANOVA de dos vias y una prueba
posthoc de Bonferroni, reportdndose como media +/- error estandar. La significancia

estadistica se asumio con una p<0.05.

6.2 Co-incubacién de VEGF y Vasoinhibinas.-

6.2.1 Tratamiento con las Vasoinhibinas.- Se utilizaron las concentraciones de 1nM,
5nM y 10nM de Vasoinhibinas (Vi) las cuales fueron incorporadas al momento del
cultivo con 250ul de medio Neurobasal suplementado y mantenidos a 37°C en una
atmésfera humeda de 5% de CO, durante 48 horas. Los explantes control fueron

incubados uUnicamente con 250ul medio neurobasal suplementado e igualmente
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mantenidos a 37°C en una atmosfera humeda de 5% de CO; durante 48 horas. Se
utilizaron vasoinhibinas recombinantes de 16K de PRL humana producidas en células
de insecto en el laboratorio del Dr. Fernando Lopez Casillas del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM de acuerdo a la técnica reportada por Galfione y colaboradores
(Galfione et al., 2003).

6.2.2 Co-incubacion de VEGF y vasoinhibinas en explantes de DRGs.- Los explantes
fueron co-incubados con ya fuese 1nM, 5nM o 10nM de Vi y 3.125nM de VEGF en
250ul de medio neurobasal suplementado y mantenidos a 37°C en una atmésfera
humeda de 5% de CO, durante 48 horas, posterior a las cuales las muestras se fijaron
e incubaron para realizar inmunohistoquimica utilizando como anticuerpo primario anti
B-tubulina clase Il neuronal (Covance). Tanto la técnica de inmunohistoquimica como
el analisis posterior de las imagenes y el procesamiento de los datos se llevo a cabo de
la misma manera que el efectuado en el procesamiento de los experimentos de dosis-

respuesta con VEGF.

6.2.3 Disociacion de los DRGs.- Se realizo la disociacion de los DRGs de rata de dia
1 postnatal, mediante la incubacién de los DRGs disecados con 3 ml de tripsina-EDTA
(GIBCO) al 0.05% a 37°C en bano maria por una hora con agitacion suave cada 15
minutos. La inactivacién de la tripsina se realiz6 con medio de cultivo DMEM (GIBCO)
que contenia suero fetal bovino al 10% y 5% de penicilina-estreptomicina.
Posteriormente, se centrifugé a 1000 rpm durante 3 minutos y se reemplazé el medio
que contenia tripsina y DMEM por 3ml de medio Neurobasal suplementado en el cual
se llevd a cabo la disociacidn mecanica utilizando para dicho propdsito una pipeta
Pasteur hasta que se observé un homogenado celular. Las células recuperadas fueron
sembradas en cubreobjetos de plastico (LUX) de 15mm previamente colocados en
placas de Petri de 24 pozos y tratados durante una hora con 100ul de laminina de
humano (SIGMA) al 10 pg/ml.

27



6.2.4 Co-incubacion de VEGF y vasoinhibinas en células disociadas.- Las células
fueron co-incubados con ya fuese 1nM, 5nM o 10nM de Vi y 3.125nM de VEGF en
250ul de medio neurobasal suplementado y mantenidos a 37°C en una atmodsfera
humeda de 5% de CO, durante 48 horas, posterior a las cuales las muestras se fijaron
e incubaron con el anticuerpo anti B-tubulina clase Il neuronal (Covance) para realizar
inmunohistoquimica. La técnica de inmunohistoquimica, el analisis posterior de las
imagenes y el procesamiento de los datos se llevoé de la manera previamente descrita

en los experimentos de dosis-respuesta de VEGF.

6.3 Co-incubacién de NGF y Vasoinhibinas.-

6.3.1 Co-incubacion de NGF y vasoinhibinas en explantes de DRGs.- Los explantes
fueron co-incubados con ya fuese 1nM, 5nM o 10nM de Viy 3.125nM de NGF en 250yl
de medio Neurobasal suplementado y mantenidos a 37°C en una atmédsfera humeda de
5% de CO, durante 48 horas, posterior a las cuales el procesamiento de las muestras y
la técnica de inmunohistoquimica se llevaron a cabo mediante las técnicas previamente

descritas.
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CAPITULO 7: RESULTADOS
7.1 Estudio piloto con revelado de Faloidina-Rodaminada.

Con la intencion de corroborar el efecto neurotréfico descrito en la literatura de la
administracién del VEGF en los explantes de los DRGs (Sondell et al., 1999), se
realizaron ensayos de dosis-respuesta permitiendo la incubacion de los explantes con
concentraciones reportadas como neurotroficas del VEGF (Sondell et al., 2000), en
distintos periodos de tiempo.

Como primera estrategia experimental, se realizo la incubacion de los explantes con
faloidina rodaminada. La faloidina es una toxina con afinidad por la actina fosforilada y
al estar acoplada a un fluoréforo (rodamina) permite visualizar los filamentos de actina

por microscopia de fluorescencia (Fig. 5).

VEGF

Ctrl 1.25nM 3.125nM

Fig. 5 Imagenes de microscopia de fluorescencia de los efectos de distintas
concentraciones de VEGF a 48 horas de incubacién, utilizando Faloidina
rodaminada para la visualizacion del crecimiento neuritico. Objetivo 10X

Dado que los ganglios de la raiz dorsal son un sistema con distintos tipos celulares
(endoteliales, gliales, neuronales y de soporte), y considerando que se ha descrito que

la administracion de VEGF estimula la migracion y/o la proliferacion de éstos tipos
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celulares (Silvermann et al., 1999), concluimos que aunque esta estrategia permitia una
visualizacion de las ramificaciones de las células presentes en los DRGs, tal y como se
puede apreciar en las imagenes, no es posible determinar con precision si estos
cambios ocurren especificamente en neuronas y por lo tanto, si estamos hablando de

crecimiento de neuritas.

7.2 Determinacion del efecto neurotrofico del VEGF en explantes de DRG.

Para obtener informacién precisa sobre el efecto del VEGF en el crecimiento de las
neuritas, se decidi6 realizar ensayos de inmunohistoquimica empleando un anticuerpo
especifico para la tubulina neuronal. Esta estrategia permitio la visualizacion del
crecimiento especifico de neuritas (Fig. 6) y la posibilidad de la cuantificacion del

mismo para la determinacién de la curva dosis respuesta (Fig. 9).

VEGF

Ctrl 1.25nM 3.125nM

Fig. 6 Imagenes de microscopia confocal de los efectos de distintas
concentraciones del VEGF a 48 horas de incubacion, utlizando anti B-
Tubulina clase Il neuronal para la visualizacién del crecimiento neuritico.

La serie de imagenes obtenidas por microscopia confocal permitieron el
aplastamiento de imagenes para obtener a su vez imagenes en mosaico de los

explantes completos (Fig. 7).
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VEGF

Ctrl 1.25nM 3.125nM 6.25nM

Fig. 7 Imagenes en mosaico de explantes de DRGs incubados durante 48 horas con
distintas concentraciones del VEGF.

Dicha estrategia permitié el analisis indirecto del incremento en la densidad de las
neuritas mediante el programa de Software Image pro plus. Dado que el programa
reporta la cantidad de pixeles totales presentes en la imagen, y que el centro brillante
de los DRGs aportaba ruido a las cifras que reportaba el software, se decidio
obscurecer el centro de los DRGs con ayuda del programa de software Photoshop CS,
tomando como rango de oscuridad el fondo de la misma imagen (Fig. 8). De esta

manera se obtuvieron mediciones mas objetivas de la densidad de las neuritas (Fig. 9).

VEGF

Ctrl 1.25nM 3.125nM 6.25nM

Fig. 8 Imagenes en mosaico de explantes de DRGs incubados durante 48 horas con
distintas concentraciones del VEGF en los cuales se ha oscurecido el centro.
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Fig. 9 Efecto de la incubacién con distintas
concentraciones del VEGF durante 48 horas

en relacion a la densidad de neuritas.
*P<0.05 n=10 DRG

Mediante esta estrategia se determind
que la administracion de 3.125nM de
VEGF

densidad de las neuritas y que a mayor

indujo un incremento en la
concentracion se presenta un efecto en
campana previamente descrito (sondell et
al., 1999)

hipotetizado que dada la cantidad de

y para el cual se ha

proteina que se encuentra en el medio de
cultivo, éstas se unen a la porcién
extracelular de los mondmero que
componen a su receptor y no permiten la
dando

dimerizacién de los mismos,

como resultado el impedimento para la fosforilacion de las cadenas laterales de tirosina

y la activacion subsecuente de las distintas vias de sefalizacion (MAPK, PI3K, Ras,

Rho).

7.3 Determinacion de efecto neurotréfico del NGF en explantes de DRG.

Con el fin de analizar el efecto neurotrofico ampliamente descrito del NGF (Levi-

Montalcini, 1987), se llevaron a cabo experimentos dosis-respuesta con distintas

concentraciones del NGF en explantes de DRGs, utilizando para fines comparativos las

mismas concentraciones usadas en los experimentos con el VEGF (1.25nM, 3.125nM y

6.25nM). Se observd que el incremento progresivo en las concentraciones de NGF

induce un incremento igualmente progresivo en el crecimiento neuritico (Fig. 10y 11).
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NGF

Ctrl 1.25nM 3.125nM 6.25nM

Fig. 10 Imagenes en mosaico de explantes de DRGs incubados durante 48 hrs con distintas
concentraciones de NGF en los cuales se ha oscurecido el centro.
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Ctrl 1.250M 3.1250M £.250M 1.250M 3.1250M £.25nM

VEGF NGF

El tratamiento con 3.125nM y 6.25nM del NGF indujo un incremento en la densidad
de las neuritas en comparaciéon con el grupo control, aunque no hubo una diferencia
entre el crecimiento inducido por ambas concentraciones. Ademas, el incremento en la
densidad de las neuritas fue mayor en todos los grupos de tratamiento en comparacion

con los grupos tratados con VEGF.

7.4 Efecto de las Vasoinhibinas y del VEGF sobre las neuritas en explantes de
DRG.

Para analizar los efectos de las Vasoinhibinas (Vi) sobre el crecimiento basal de

neuritas en los explantes de DRGs, estos se incubaron con concentraciones crecientes
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Fig. 12 Comparativo del efecto de distintas concentraciones de Vi en densidad de neuritas. sin

relacion a la densidad neuritica. n=10 DRG
embargo no hubo

significancia estadistica en dicha disminucion a ninguna de las concentraciones
tratadas (Fig. 12).

Con el fin de determinar si los efectos previamente observados con el VEGF sobre
las neuritas de los DRGs se modificaban al tratarlos con Vi, los DRGs se co-incubaron
con VEGF (3.125nM) y 1, 5 6 10nM de Vi durante 48 horas para su posterior fijacion y

tincion con anticuerpos para anti B-tubulina (Fig. 13).

Ctrl 3.125nM VEGF
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1nM Vi

5nM Vi

10nM Vi

3.125nM VEGF

Fig.13 Imagenes en mosaico de explantes de DRGs co-incubados durante 48 horas con
VEGF (3.125nM) y distintas concentraciones de Vasoinhibinas (Vi) en los cuales se ha
oscurecido el centro.

Las imagenes en mosaico de los explantes mostraron que el efecto neurotréfico
inducido por el VEGF, tendia a la disminucion conforme se incrementa la concentracion
de Vi utilizada durante la co-incubacion, aun cuando el analisis de las imagenes

mediante el numero de pixeles revel6 que solo la co-incubacion con 10nM de Vi inducia

una disminucién estadisticamente significativa de la densidad neuritica (Fig. 14).

1000

800

600

Pixeles

400

200 -

Ctrl

1nM Vi 5nM Vi

10nM Vi

3.125nM VEGF

Fig 14. Efecto sobre la
densidad neuritica de la
administracion de
distintas concentraciones
de Vi en DRGs co-
incubados con VEGF
*P<0.05 n=10 DRG.
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7.5 Efecto de las Vasoinhibinas y del NGF sobre las neuritas en explantes de

DRG.

Considerando los resultados obtenidos de la co-incubacién del VEGF y las Vi sobre
el crecimiento neuritico, y para determinar si la aparente inhibicion que ejercen las Vi
sobre las neuritas es privativa de la interaccién con las cascadas de sefializacién
activadas por VEGF, se realizaron experimentos de co-incubacion entre 3.125nM del

NGF y 1, 5 6 10 nM de vasoinhibinas (Fig. 15).

Ctrl 3.125nM NGF

1nM Vi 5nM Vi 10nM Vi

3.125nM NGF

Fig.15 Imagenes en mosaico de explantes de DRGs cultivados durante 48 horas co-
incubados con NGF (3.125nM) y distintas concentraciones de vasoinhibinas.

La co-incubacién de 3.125nM de NGF con 10nM de Vi indujo una disminucion de la
densidad neuritica. Sin embargo, el analisis cuantitativo mostré que la densidad de las

neuritas presenta una tendencia a la disminucién de manera dosis — dependiente (Fig.

16).
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Fig 16. Efecto sobre la densidad de las neuritas de la
administracion de distintas concentraciones de Vi en DRG co-
incubadas con NGF (3.125nM). *P<0.05 n=10 DRG.

7.6 Efecto de las
Vasoinhibinas y del VEGF
sobre las neuritas en

células disociadas de DRG.

Como ya se menciono, los
DRGs son un sistema que
contiene, ademas de
neuronas sensoriales,
células endoteliales y

mesenquimales. Por tal

motivo, el efecto que ejerce
la administracion del VEGF

sobre el crecimiento de las

neuritas, podria estarse dando a través de las células endoteliales contenidas en el

mismo. Una posibilidad es que las células endoteliales al ser estimuladas por el VEGF

liberen otro factor neurotréfico que sea el cual lleve a cabo el efecto directo sobre las

neuronas. Con la finalidad de estudiar el efecto directo del VEGF sobre las neuronas en

los DRGs, se realizé la disociacion de las células contenidas en los mismos para su

posterior cultivo, tratamiento e inmunotincion (Fig. 17).

3.125nM NGF

3.125nM VEGF
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1nM Vi 5nM Vi 10nM Vi

3.125nM VEGF

Fig.17 Células disociadas de DRGs cultivadas durante 48 horas, co-
incubadas con VEGF (3.125nM) y distintas concentraciones de vasoinhibinas.

Para corroborar la viabilidad de las células sometidas al proceso de disociacion, se
utilizé el NGF a una concentracion de 3.125nM como control positivo. EI NGF y el
VEGF (3.125nM), incrementaron la densidad de las neuritas, en comparacion al
crecimiento observado en las células control (Fig. 18). Asi mismo, cuando las células
fueron co-incubadas con concentraciones crecientes de Vi, se observé una disminucion
en la densidad del crecimiento neuritico igualmente progresiva. La cuantificacién de los
pixeles demostré una disminucidn en la densidad neuritica de manera dosis-

dependiente de las concentraciones de Vi empleadas.

400 +

T Fig.18 Efecto sobre Ila

300 4 densidad neuritica de la
administracion de distintas

T concentraciones de Vi en
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.
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CAPITULO 8: DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se menciond, el factor de crecimiento del endotelio vascular es una
proteina ampliamente estudiada con conocidos efectos sobre la permeabilidad,
migracion y proliferacion del endotelio vascular (Ferrara et al., 1992; Ferrara y Davis-
Smyth, 1997), cuyos efectos sobre el sistema nervioso han sido recientemente
descritos (Ruiz de Almodovar et al., 2009). Aunque los mecanismos a través de los
cuales se llevan a cabo dichos efectos son aun poco conocidos, se han reportado ya
algunas cascadas de sefializacion activadas a través de la union del ligando a sus
receptores, principalmente VEGFR1, VEGFR2 y NRP1 (Cheng et al., 2004; Prahst et
al., 2008). Algunas de las cascadas descritas resultan ser vias compartidas con las
cascadas de sefalizacion activadas por el NGF y las cuales se han probado
interrumpidas en su proceso de sefializacidn por la administracién de Vasoinhibinas en

estudios de interaccién de ambas proteinas en endotelio vascular (Clapp et al., 2006).

8.1 Verificacion del crecimiento neuritico inducido por la administracion tanto del

VEGF como del NGF en explantes de DRGs de ratas en periodo neonatal.

Sondell y colaboradores realizaron los estudios pioneros del efecto neurotréfico del
VEGF utilizando como modelo los ganglios de la raiz dorsal, determinando el
crecimiento neuritico mediante la observacion en contraste de fases de microscopio
optico (Sondell et al., 1999). Con dicho antecedente, la primera estrategia del presente
proyecto fue la de reproducir los efectos ahi mostrados empleando para dicho proposito
un revelado de Faloidina Rodaminada (Fig. 5). Dado que dicha toxina muestra afinidad
por la actina fosforilada, este acercamiento nos permitié observar la estimulacién tanto
del crecimiento neuritico como de otros tipos celulares, efectos también descritos con

antelacion (Silvermann et al., 1999).

Aunque la estrategia con Faloidina rodaminada nos permitié observaciones valiosas,
para cumplir los objetivos del presente estudio necesitdbamos emplear una estrategia
qgue nos permitiera la visualizacion unicamente del crecimiento neuritico. Por esta razén

se decidio la utilizaciéon de un anticuerpo especifico de la B-tubulina neuronal (Fig. 6).
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Dado que la B-tubulina es una proteina esencial de los microtibulos (principales
componentes del citoesqueleto), el marcaje de dicha proteina nos permitié la
observacion del citoesqueleto de los DRGs en su totalidad, por lo que para poder
analizar el crecimiento neuritico, se decidioé el oscurecimiento del centro de los DRGs
(Fig. 8). Como resultado de esta estrategia, se pudo determinar la estimulacion del
crecimiento neuritico inducido por la administracion de VEGF y la curva dosis-
respuesta con dicha proteina, la cual mostré el efecto en campana previamente
reportado por otros grupos de investigacion (Fig. 9) y cuya explicacion podria ser que
dada la cantidad de proteina que se encuentra en el medio de cultivo, éstas se unen a
la porcion extracelular de los monémeros que componen a su receptor y no permiten la
dimerizacion de los mismos. Otra alternativa posible es la desesibilizacion de los

receptores ante la abundancia del ligando.

Asi mismo, los resultados obtenidos por la estimulacion de distintas concentraciones
del NGF en los explantes de los DRGs estuvieron acorde a la informacién existente en
la literatura en relacién al potente efecto neurotrofico del NGF. Nuestros resultados
mostraron ademas que dicho efecto muestra una mayor potencia en relacion al efecto

neurotréfico obtenido con las distintas concentraciones de VEGF (Fig. 10 y Fig. 11)

8.2 Analisis del efecto sobre el crecimiento de neuritas de la co-incubacion con
distintas concentraciones de vasoinhibinas y VEGF en explantes de DRGs de

ratas en periodo neonatal.

Utilizando la dosis del VEGF que indujo un incremento en la densidad de neuritas
como punto de comparacién para los estudios ulteriores de interaccién con
vasoinhibinas, pudimos observar que la co-incubacién con las distintas concentraciones
de las mismas (1, 5 y 10nM) mostré una tendencia a la disminucion en la densidad
neuritica, que se alcanz6 con la concentracion de 10nM (Fig. 13 y Fig. 14). Dicho
resultado nos mostrd, por primera vez, la posible participacion de las Vi en la
remodelacion del sistema nervioso periférico, la cual se podria estar dando de forma

directa al bloquear las distintas cascadas de sefializacién activadas por la union del
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VEGF a los receptores VEGFR2 y NRP1, cuya expresion se ha descrito en las
neuronas sensoriales contenidas en los DRGs (Sondell et al., 2004; Cheng et al., 2004;
Kurcher et al., 2004). Otra posible explicacién de estos resultados es que las Vi
estuviesen bloqueando las cascadas de sefalizacion que se activan al unirse el VEGF
a sus receptores sobre las células endoteliales que se encuentran en los DRGs y que
derivada de esta interaccion, se promoviera una menor cantidad de células
endoteliales, una menor perfusion y quizas una menor secrecion de otros factores

neurotréficos a partir de las mismas.

8.3 Analisis del efecto sobre el crecimiento de neuritas de la co-incubaciéon con
distintas concentraciones de vasoinhibinas y NGF en explantes de DRGs de ratas

en periodo neonatal.

Al corroborar la disminucién en el crecimiento de neuritas derivado de la co-
incubacion con distintas concentraciones de vasoinhibinas y VEGF, decidimos analizar
el efecto de la co-incubacion de las vasoinhibinas y el factor neurotrofico por
excelencia, el NGF. De igual manera a lo sucedido con el VEGF, la co-incubacion con
vasoinhibinas dio como resultado una disminucién en la densidad neuritica (Fig. 15 y
Fig. 16). Estos resultados nos llevan a suponer que es a través del bloqueo en alguna
de las vias de sefalizacion compartidas por ambos factores de crecimiento (por
ejemplo, MAPK) que las vasoinhibinas estarian ejerciendo su efecto antagonico, por lo

menos en el contexto del sistema nervioso periférico (Fig. 19).
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8.4 Analisis del efecto sobre el crecimiento de neuritas de la co-incubacién con
distintas concentraciones de vasoinhibinas y VEGF en neuronas sensoriales de

DRGs de ratas en periodo neonatal.

Estudios previos con explantes tanto de SNC como de SNP mostraron que la
administracién del VEGF promueve la proliferacién tanto de células endoteliales como
de células de soporte (astrocitos y células de Schwann) y el crecimiento de neuritas.
Esto sugiere la posibilidad de que las acciones del VEGF sobre las neuronas podrian
estar ocurriendo de forma indirecta mediante factores adicionales que emanen de éstas
mismas células sometidas a estimulacion por el VEGF. Las propiedades
neuroprotectoras del VEGF parecen ser una combinacion de efectos neuroprotectores
directos y la estimulacion de la angiogénesis, la cual incrementa la perfusion sanguinea
permitiendo un mayor aporte tanto de oxigeno como de nutrientes, los cuales tendrian

un impacto neuroprotector indirecto.

Considerando lo anterior, se decidio la disociacion de las células contenidas en los
DRGs y el enriqguecimiento de un cultivo de neuronas sensoriales para estudiar los
efectos de la co-incubacién con las vasoinhibinas. Los resultados obtenidos muestran
que la densidad del crecimiento de las neuritas se vio disminuido de manera dosis
dependiente por la interaccion con las distintas concentraciones de vasoinhibinas (Fig.
17 y Fig. 18). Esto nos permite tener una mayor certeza, a nivel celular, de la existencia

de efectos antagonicos de las vasoinhibinas sobre el sistema nervioso periférico.
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CAPITULO 9: CONCLUSIONES

Las Vasoinhibinas antagonizan el crecimiento de neuritas inducido por la
administracion del VEGF y el NGF en explantes y en neuronas sensoriales de
DRGs de ratas neonatales.

Los mecanismos a través de los cuales se llevan a cabo dichos efectos tienen aun

que ser dilucidados.
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