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. RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) es una complicacién ocular derivada de la diabetes mellitus
(DM) que se caracteriza por dafios en la microvasculatura de la retina que concurren en
una vasopermeabilidad excesiva y proliferacion vascular (angiogénesis) que
comprometen la vision. Las vasoinhibinas, una familia de péptidos derivados del corte
proteolitico de la hormona PRL, inhiben la angiogénesis y disminuyen la
vasopermeabilidad causada por la diabetes. En este trabajo investigamos el uso del
farmaco sulpirida, un antagonista de los receptores tipo 2 de dopamina que induce
hiperprolactinemia, bajo la hipotesis de que el aumento de PRL sistémica es fuente de
vasoinhibinas oculares que contrarrestan la progresion de la RD. Encontramos que la
sulpirida indujo hiperprolactinemia en forma dosis-dependiente, donde la dosis mas alta
(20 mg/kg) ocasiond niveles de PRL en suero de 117.7£10.6 ng/mL. Demostramos que
las vasoinhibinas oculares aumentan en los vitreos de animales tratados con sulpirida ya
que detectamos proteinas de 16 y 14 kDa con inmunorreactividad de PRL que comigran
con los estandares de vasoinibinas. Ademas, demostramos que el tratamiento con
sulpirida por 2 semanas a la segunda o a la cuarta semana de diabetes con
estreptozotocina (STZ; 60 mg/kg i.p.), se reduce el incremento de la vasopermeabilidad
ocular debida a la diabetes. La sulpirida no mostr6é efectos colaterales sobre el peso
corporal y ni la glucosa sanguinea de los animales tratados. Nuestros resultados indican
que la sulpirida, posee efectos terapéuticos potenciales contra la RD a través de

aumentar los niveles de PRL y su conversién intraocular hacia vasoinhibinas.



[Il. SUMMARY

Diabetic retinopathy (RD), an ocular complication of diabetes mellitus (DM), is
caracterized by damage to the retinal microvasculature that results in excessive
vasopermeability and vascular proliferation (angiogenesis) that compromise vision.
Vasoinhibins, a family of peptides derived from proteolytic cleavage of the hormone
prolactin (PRL), inhibit angiogenesis and decrease vasodilation and vasopermeability in
experimental diabetes. Here, we used the drug sulpiride, an antagonist of dopamine type
2 receptors that induces hyperprolactinemia, with the hypothesis that those higher levels
of systemic prolactin result in the increase of ocular able to counteract the progression of
RD. Daily intraperitoneal (i.p.) injections of sulpiride induced hyperprolactinemia in a dose-
dependent manner, with the highest dose (20 mg/Kg) leading to maximal serum PRL
levels (117.7+10.6 ng/mL). We also demonstrated that ocular vasoinhibins increased in
sulpiride-treated animals, as indicated by the presence of 16 and 14 kDa PRL-
immunoreactive that co-migrate with vasoinhibin standards in the vitreous of sulpiride-
treated animals not found in the absence of the drug. Sulpiride administered for 2 weeks
at 2 or 4 weeks after inducing diabetes with streptozotocin (STZ; i.p. 60 mg/kg) reduced
the diabetes-induced increase in retinal vasopermeability. Sulpiride had no adverse side
effects on retinal vasopermeability in non-diabetic controls and in the body weight and
glucose circulating levels of all animals. Sulpiride is a prokinetic drug used in diabetic
patients that may be desirable to target DR due to its hyperprolactinemic effect that results

in elevated levels of intraocular vasoinhibins.
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1. INTRODUCCION

La retinopatia diabética (RD) es la complicaciéon ocular mas severa derivada de la
diabetes mellitus (DM) y es la segunda causa de ceguera irreversible y discapacidad
visual en la poblacién mundial en edad laboral (20 a 64 afos) (Fong et al., 2004; IDF,
2015). En México se estima que 2 de cada 5 personas que padecen DM cursan con RD
(Gutiérrez et al., 2012) y que luego de 10 afios con la enfermedad, el 90% de las personas
con DM tipo 1 y mas del 60% de aquellas con DM tipo 2 presentaran algun grado de
retinopatia (Mohamed, Gillies, & Wong, 2007).

Los mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la RD son complejos, pero hasta
ahora la hiperglucemia ha sido el principal factor de riesgo asociado al inicio y progresién
de la RD. La hiperglucemia produce especies reactivas de oxigeno que al activar
multiples vias bioquimicas conducen al dafio microvascular de la retina (Brownlee, 2005;
Xu, He, & King, 2005). Las principales alteraciones morfolégicas observadas en la
vasculatura de la retina incluyen la pérdida de pericitos, de células endoteliales y el
aumento en la vasopermeabilidad que conlleva al engrosamiento de la membrana basal
de los capilares sanguineos (Simo, Carrasco, Garcia-Ramirez, & Hernandez, 2006). En
estadios avanzados de la RD, estas alteraciones conducen a la oclusion de la luz capilar
y a la subsecuente isquemia e hipoxia, que a su vez desencadenan la produccién de
factores proangiogénicos, entre los que destaca el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Simo et al., 2006; Simo & Hernandez, 2008).

El tratamiento convencional para la RD es la fotocoagulacién con laser que
basicamente actua a través de generar pequefias quemaduras en zonas discretas de la
retina con el propédsito de eliminar el tejido isquémico productor de factores
proangiogénicos (Margolis, Singh, Bhatnagar, & Kaiser, 2008). Sin embargo, este
procedimiento solamente es eficaz en el 50% de los pacientes con RD vy, al ser destructivo
en si mismo, conlleva efectos colaterales no deseados que incluyen la presencia de
glaucoma y el desarrollo de lesiones neurales que conducen a la disminucion irreversible
de la visién (Williams et al., 2004). La vitrectomia es otro tratamiento por el cual se
sustituye una porcién o la totalidad del vitreo. Se lleva a cabo en cuadros avanzados de

RD donde ocurren hemorragias vitreas o el desprendimiento de la retina. La vitrectomia



aumenta el riesgo de la formacion de cataratas en un 44% (Tezel et al., 1996) y es un
factor de riesgo para neovascularizacion del iris (Stefansson, 2009). Ademas, tanto la
terapia laser como la vitrectomia sélo son aplicables en los estadios avanzados de la RD
y tienen baja eficiencia para revertir las lesiones.

En las ultimas décadas se ha buscado desarrollar terapias mas efectivas y menos
invasivas para curar y/o prevenir la progresion de la RD. Tal es el caso del uso de agentes
antiangiogénicos e inhibidores de la vasopermeabilidad capaces de bloquear los efectos
vasculares del VEGF y que incluyen el secuestro del VEGF mediante anticuerpos y su
receptor soluble asi como la inhibicion de la produccién del VEGF con RNAs de
interferencia (Bainbridge, Mistry, Thrasher, & Ali, 2003). Es claro que la identificacion de
sustancias enddgenas inhibitorias de la angiogénesis y de la vasopermeabilidad tiene
valor potencial para el control de la RD. En este sentido, estudios recientes muestran que
hormona prolactina (PRL) y los metabolitos derivados de su protedlisis (vasoinhibinas)
son parte de estas sustancias. A continuacion se revisan aspectos generales de la
fisiopatologia de la diabetes y de la RD, del eje PRL/vasoinhibinas y de la droga (Reich

et al., 2003) utilizados en el presente estudio.

2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es la enfermedad crénico degenerativa mas comun y se
considera uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. Hay 320,5
millones de personas con diabetes en edad laboral (20-64 afios) y 94,2 millones de
personas diabéticas entre 65-79 afos. Se habia estimado que para el afio 2025 habria
300 millones de pacientes con DM, sin embargo, la prevalencia de esta enfermedad para
finales del 2015 sobrepasé estas estimaciones encontrandose mas de 415 millones de
personas con el padecimiento; lo que implica que para el aino 2040 habra entre 521-829
millones de personas enfermas con diabetes en el mundo (IDF, 2015). México ocupa el
sexto lugar a nivel mundial con 11.5 millones de diabéticos y en nuestro pais la diabetes

es una de las primeras causas de mortalidad (Gutiérrez et al., 2012).



La DM es probablemente una de las enfermedades mas viejas conocidas por el
hombre, pues existen registros de manuscritos egipcios que hablan de ella desde hace
3,000 afios (Ahmed, 2002). La DM se describe como un conjunto de desoérdenes
metabdlicos caracterizados por altos niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia), que
aparece ante una deficiencia de la hormona insulina o por la resistencia a sus efectos
hormonales. La insulina se sintetiza y secreta por las células 3 presentes en el pancreas
y es responsable de la internalizacién celular de la glucosa como fuente de energia
(Edwards, 2004).

En 1936 se identificaron los dos tipos principales de diabetes y se les denomind
como diabetes “dependiente de insulina” (tipo 1) y “no dependiente de insulina” (tipo 2)
(Patlak, 2002). La DM tipo 1 es el tipo de diabetes menos comun, es causada por una
destruccion selectiva de las células R pancreaticas debido a un proceso autoinmune que
conduce a una absoluta deficiencia de insulina (Daneman, 2006), por lo que los pacientes
requieren de una terapia con insulina para mantener su normoglicemia. La DM tipo 2 fue
la primera enfermedad descrita como sindrome metabdlico en 1988 y es el tipo de
diabetes mas comun. Resulta de la interaccion de factores genéticos, medioambientales
y factores de riesgo conductuales como la obesidad, la mala alimentacion, la inactividad
fisica, entre otros (Stumvoll, Goldstein, & van Haeften, 2005). Con el tiempo todos estos
factores conducen a una resistencia a la accion de la insulina y la consecuente
hiperglucemia (Deshpande, Harris-Hayes, & Schootman, 2008; Holt, 2004).

Otro tipo de diabetes de DM es la gestacional, que se presenta a consecuencia de
una resistencia a la insulina desarrollada alrededor de la semana 24 del embarazo y
parece deberse a la accion de hormonas producidas por la placenta (Persson & Hanson,
1998). Ademas, existe un estado denominado “prediabetes” que describe una condicién
en la cual las personas presentan niveles altos de glucosa en sangre, pero no tan altos
como para considerarse DM, que se definen como “tolerancia alterada a la glucosa” y
estos pacientes poseen un alto riesgo de progresar a la DM tipo 2 (Deshpande et al.,
2008).

En cualquier tipo de diabetes, la falta de incorporacion de glucosa a las células
resulta en hiperglucemia que a través de diversas alteraciones bioquimicas causa

severas complicaciones en tejidos y érganos del cuerpo que comprometen la vida. Estas



complicaciones se pueden agrupar en macrovasculares como dafios cardiovasculares,
ataques cerebrovasculares y enfermedades vasculares periféricas; y complicaciones
microvasculares que producen dafos al sistema nervioso (Holt, 2004), dafios renales
(nefropatias) y danos oculares (edema macular diabético y retinopatia diabética)
(Antonetti, Klein, & Gardner, 2012; Cai & Boulton, 2002).

En cuanto a los dafos oculares, la RD, es una complicaciéon del sistema
microvascular de la retina que conduce a la pérdida de la vision causada por lesiones,
oclusion y proliferacion de los vasos sanguineos (Cheung, Mitchell, & Wong, 2010). Para
poder entender como es que la vision se ve seriamente afectada por la DM, a
continuacion se explicara la anatomia ocular y la estructura de la retina para

posteriormente comentar aspectos de la fisiopatologia de la RD.

2.2. Laretina

La retina es un tejido que forma parte del sistema nervioso central (SNC), se
encuentra dentro del ojo en la regién mas interna y es el tejido encargado de capturar las
sefales luminosas para transformarlas en impulsos nerviosos que viajaran a través del
nervio optico hacia el cerebro para dar lugar a la percepcion visual. Para que la retina
pueda llevar a cabo la fototransduccion, el ojo presenta una anatomia vy fisiologia muy
particulares, donde las sefales de luz deben atravesar de forma sucesiva la cornea, el
humor acuoso, el cristalino y el cuerpo vitreo hasta llegar a la retina (Fig.1A). Estas
estructuras deben mantenerse transparentes para maximizar la transmision de la luz y la
refraccion hacia la retina (Hassell & Birk, 2010; Jester, 2008).

La cdrnea es el lente mas externo del ojo cuya funcion es transmitir la luz y tiene
el mayor poder refractivo del 0jo; su composicion es 78% agua y al menos 15% colageno,
posee abundantes enzimas y proteinas solubles en agua. El cristalino, otro lente de forma
biconvexa que debe mantenerse transparente, esta compuesto en un 90% por proteinas
solubles en agua llamadas “cristalinas”. Estas proteinas forman agregados solubles de
alto peso molecular que incrementan el indice de refraccion de la luz (Bloemendal et al.,
2004; Hoehenwarter, Klose, & Jungblut, 2006). El cuerpo vitreo es un gel que ocupa la
camara posterior del ojo que también debe su transparencia a que esta compuesto por

agua, colageno y acido hialurénico. El vitreo contribuye a mantener la presion ocular,
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evita que el globo ocular se colapse, absorbe impactos y mantiene a la retina en su
posicion.

La retina por su parte, esta formada por diez capas de células neuronales (Fig.
1B) y esta aislada del resto de las estructuras oculares por la membrana limitante interna
(MLI) que forma el limite con el vitreo. La MLI esta formada por uniones no especializadas
entre los pies vitreos de las células de Muller seguido de la capa de fibras del nervio
optico (CFNO) formada por prolongaciones de axones de las células ganglionares. La
capa siguiente es la de las células ganglionares (CCG) formada por los somas de las
células ganglionares, de algunas células amacrinas y de las células gliales (astrocitos).
Siguen la capa plexiforme interna (CPI) donde se establecen contactos sinapticos entre
las células bipolares y las amacrinas; la capa nuclear interna (CNI) constituida por los
nucleos de las células bipolares, amacrinas y horizontales y células de Muller; la capa
plexiforme externa (CPE) formada por fibras nerviosas que provienen de los
fotorreceptores (conos y bastones que son células altamente especializadas en
transformar la luz en energia quimica); la capa nuclear externa (Mcmurdo et al., 1987)
donde se agrupan los somas de los fotorreceptores; la membrana limitante externa (MLE)
formada por uniones especializadas entre los segmentos internos de los fotorreceptores
y las prolongaciones externas de las células de Muller. En penultimo lugar esta la capa
de los segmentos externos de los fotorreceptores (CF) y finalmente, el epitelio
pigmentario retiniano (EPR). Las células del EPR contienen gran cantidad de melanina,
que absorbe el exceso de luz e impide su reflejo sobre otras partes de la retina (Archer,
Gardiner, & Stitt, 2007).

Tanto la cornea, el cristalino y el vitreo se caracterizan por su transparencia debida
en gran medida a la ausencia de vasos sanguineos lo que permite que la luz pase directo
a la retina sin sufrir alguna desviacion. El aporte de nutrientes y oxigeno lo obtienen por
difusion. De la misma manera, las capas celulares de la retina a partir de la CNE hasta la
MLE estan desprovistas de vasos sanguineos con la finalidad de captar la mayor cantidad

de luz. Por lo cual, el sistema microvascular de la retina debe estar finamente regulado.
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Figura 1. Esquema que muestra la estructura ocular y conformacién de la retina. A) partes

que conforman el ojo. B) Capas de la retina. (Esquema modificado de Koeppen y Stanton, 2008).

2.3. Sistema vascular de la retina

La retina esta vascularizada por dos sistemas separados, uno que deriva de la
arteria central y el otro que esta formado por las arterias ciliares posteriores cortas (Kiel,
2010).

El sistema microvascular de la arteria central de la retina, tiene su origen en la
arteria oftalmica que deriva de la arteria carétida interna. La arteria central viaja dentro
del nervio Optico para entrar al 0jo, luego se ramifica para suministrar las capas interiores
de laretina. Es decir, las capas mas cercanas al compartimento vitreo (MLI, CFNO, CCG,
CPIl y CNI). Mientras que las capas mas externas de la retina (CPE, CNE, MLE, CF y
EPR) reciben riego sanguineo por difusion a través de los vasos de la coroides que
derivan de las arterias ciliares posteriores cortas (Archer et al., 2007; Kiel, 2010).

Ambos sistemas microvasculares estan formados por células endoteliales,
membrana basal y pericitos que confluyen para formar a las arterias y arteriolas que
dirigen el flujo ocular en general y de la retina en particular. Sin embargo, la entrada de
los componentes de la circulacion a la retina esta regulada por la barrera
hematorretiniana, constituida por las uniones estrechas del endotelio vascular no

fenestrado y las uniones estrechas entre las células del EPR y del epitelio de los cuerpos
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ciliares (estructuras localizadas entre el iris y la porcidon mas anterior y periférica de la
retina) (Kaur, Foulds, & Ling, 2008). Por lo tanto, la incorporacién a la retina de la mayoria
de moléculas sistémicas requiere de un transporte activo a través de las células
endoteliales, el EPR y el epitelio de los cuerpos ciliares. Anomalias de la circulacion
retiniana son indicadores de disfuncién. Entre dichas anomalias destaca la
vasopermeabilidad excesiva y la sobreproduccion de los vasos sanguineos que ocurren

en las retinopatias vasoproliferativas como la RD.

2.4. Retinopatia diabética (RD)

La RD es un trastorno especifico de la vasculatura de la retina derivada de la DM
(Lieth, Gardner, Barber, & Antonetti, 2000; Tzekov & Arden, 1999), que con el tiempo,
resulta en una neurodegeneracion retiniana que compromete la vision (Antonetti et al.,
2012). Es la primera causa de ceguera irreversible y discapacidad visual en la poblacién
mundial en edad laboral (20 a 64 anos) (Moss, Klein, & Klein, 1998; Fong et al., 2004;
Antonetti et al.,, 2012;). Estudios epidemiolégicos en el campo oftalmoldgico, han
reportado que 90 millones de personas con DM presentan RD y de éstos, 17 millones de
pacientes desarrollaran RD proliferativa. La RD ocurre en pacientes con DM tipo 1 asi
como tipo 2. Se sabe que del 50 al 60% de las personas con DM tipo 2 desarrollaran RD
luego de 10 a 15 afios con la enfermedad; mientras que ésto sucede en el 90% de los
enfermos con DM tipo 1 (Klein, Klein, Moss, Davis, & DeMets, 1984; Mohamed et al.,
2007). En México, la prevalencia informada de RD en pacientes con DM tipo 2 es del 42
al 50% (Gonzalez Villalpando, Gonzalez Villalpando, Arredondo Perez, & Stern, 1994;
Rodriguez-Villalobos, Ramirez-Barba, & Cervantes-Aguayo, 1994) y la incidencia de RD
es de 23%, 48% y 71% a los 3, 6 y 12 afos con DM, respectivamente (Rodriguez-
Villalobos et al., 2005).

Los factores de riesgo que conducen al desarrollo de la RD incluyen el tiempo con
diabetes, la intensidad de la hiperglucemia y la hipertension arterial (Ding & Wong, 2012;
Lamoureux, Hassell, & Keeffe, 2004 ). Sin embargo, el desarrollo y evolucién de la RD
no puede explicarse completamente por la hiperglucemia e hipertension, ya que hay

estudios que han demostrado que una proporcion de diabéticos con buen control



glucémico y/o de presion arterial no desarrollan DR (Keenan et al., 2007), mientras que
otros con el mismo control desarrollan estadios graves de DR (Zhang, Krzentowski,
Albert, & Lefebvre, 2001), lo que sugiere que la RD esta determinada por multiples
factores asociados con la DM. Por ejemplo, se ha sugerido que factores genéticos, la
dislipidemia, la nefropatia diabética, la obesidad y marcadores de inflamacion y disfuncién
endotelial sistémica pueden ser factores de riesgo para el desarrollo de RD (Nguyen et
al., 2009; Sasongko et al., 2012).

En cuanto a los factores genéticos, se ha reportado que del 20 al 50% de los
pacientes con DM tipo 1, presentan marcadores genéticos para el desarrollo de RD
proliferativa, pero no asi para las personas con DM tipo 2 donde la mayoria de
marcadores son epigenéticos (Huang et al., 2011).

En términos generales, en la RD se presentan alteraciones a nivel estructural y
funcional en los vasos de la retina, que incluyen lesiones, oclusion y proliferacion (Cheung
et al., 2010). De acuerdo a las alteraciones vasculares, se ha clasificado la RD en dos
estadios: no proliferativo (RDNP) y proliferativo (RDP). La RDNP es la fase inicial de la
RD y se caracteriza por el engrosamiento de la membrana basal de los capilares, muerte
y desprendimiento de pericitos y del endotelio vascular, que a su vez conlleva al aumento
de la permeabilidad vascular y a la oclusién vascular de la retina. En la RDP tiene lugar
la proliferacion de vasos sanguineos andmalos que en sus etapas avanzadas invaden y
sangran hacia el vitreo y llegan a ocasionar el desprendimiento de la retina (Frank, 2004).

Sin embargo, debido a los multiples factores de riesgo ya mencionados ha sido
dificil explicar su etiologia. Actualmente hay hipotesis sustentadas en estudios clinicos y
preclinicos que tratan de explicar los mecanismos fisiopatologicos de la RD. Una de las
hipotesis es la fuerte asociacion entre la hiperglicemia crénica y el inicio y la progresion
de la RD, aunque el mecanismo que subyace al dafio microvascular como resultado de
la hiperglicemia, sigue siendo poco claro (Matthews et al., 2004). Se han propuesto
algunas vias bioquimicas que actuan como posibles vinculos entre la hiperglicemia y la
RD. Estos incluyen el incremento en la produccion de polioles, la sintesis de diacilglicerol
por la via de la proteina cinasa C (PKC), la produccién de radicales libres, la glicosilacion
de productos finales (AGESs) y la leucostasis (Brownlee, 2005). Ademas, hay evidencia

de que la inflamacion vascular y del tejido neuronal de la retina, la activacién del sistema



renina-angiotensina (RAS), la via de la hexosamina, la deficiencia de la accion de la
insulina en la vasculatura y el estrés oxidativo tienen un importante papel en el desarrollo
de la RD a través de alterar la expresion y accién de proteinas, hormonas, factores de
crecimiento y citocinas (Simo & Hernandez, 2014).

Entre las vias bioquimicas que resultan en dafio vascular de la retina debido a la
hiperglucemia cronica se encuentra la via del poliol o sorbitol. Esta via consiste en una
cascada de reacciones quimicas catalizadas por la enzima aldosa reductasa donde se
obtiene fructuosa a partir de glucosa, pasando por el sorbitol. El incremento de esta via
disminuye los niveles de NADPH que se requieren para la generacion de glutation
reducido que es un antioxidante intracelular muy importante. Al tener bajas
concentraciones de glutation reducido, las células se vuelven susceptibles al estrés
oxidativo que, en etapas tempranas de la diabetes, produce la disfuncion de las células
endoteliales (Engerman & Kern, 1995). Ademas, el NADP+ procedente de la via del poliol
desvia el metabolismo de la glucosa hacia la sintesis de novo de diacilglicerol (DAG) el
cual activa a la proteina cinasa C (PKC). La PKC estimula la expresion de endotelina-1
que disminuye el flujo capilar causando isquemia en la retina. A su vez, la isquemia
retiniana estimula la sintesis del VEGF, que es un potente factor angiogénico (Das-
Evcimen & King, 2007). Mientras que los pericitos mueren por efectos combinados del
estrés oxidativo, a consecuencia de la via del sorbitol y la glicosilacion no enzimatica
(Hammes et al., 2011).

Por otra parte, la hiperglucemia puede inducir de manera irreversible la
glicosilacion tanto de proteinas intracelulares como extracelulares en un proceso
conocido como la reaccion de Maillard, donde se adiciona la molécula de glucosa al grupo
amino de la lisina de las proteinas. Esto trae como consecuencia que las proteinas
modifiquen su estructura, sus propiedades fisicoquimicas y sus funciones bioldgicas. El
grado de glicosilacion dependera de la concentracién de glucosa en el medio, asi que
cuando las concentraciones de glucosa se mantienen altas constantemente, los
productos de las reacciones de glicosilacién se estabilizan y se transforman en los
llamados productos finales de glicosilacion conocidos como AGE (Advanced
Glycosylation End Products) (Singh, Bali, Singh, & Jaggi, 2014). Los AGEs alteran las

propiedades de la membrana plasmatica del endotelio favoreciendo la leucostasis



(Gabbay, 1982). Ademas, se conoce que los AGEs también inducen la expresion de
factores como el VEGF (Cai & Boulton, 2002). De hecho, hay experimentos que han
demostrado que la administracién de AGEs a ratas no diabéticas conduce a alteraciones
similares a las causadas por la hiperglucemia, incluyendo el aumento de la permeabilidad
vascular y la vasodilatacion mediada por 6xido nitrico (NO) (Brownlee, 2001).

El estrés oxidativo que se define como un desequilibrio entre las moléculas
oxidantes y las antioxidantes, desempefia un papel critico en la patogénesis de las
complicaciones vasculares derivadas de la DM. Se sabe que el aumento del estrés
oxidativo puede ser causado por hiperglucemia, hiperlipidemia y acidos grasos libres
elevados, que se observan comunmente en pacientes con diabetes y con resistencia a la
insulina (Kuroki, Isshiki, & King, 2003). El estrés oxidativo induce la proliferacion de las
células endoteliales, la adhesion de los macréfagos al endotelio vascular, la activaciéon
de las plaquetas y la peroxidacién de los lipidos, que contribuyen al desarrollo y
progresion de las complicaciones vasculares.

En conjunto, todas estas alteraciones bioquimicas conllevan a una disminucion en
la perfusidn sanguinea y consecuentemente a una hipoxia local en la retina. La hipoxia,
por si misma, promueve la angiogénesis a través de la produccion de factores
angiogénicos e inhibiendo la de los factores antiangiogénicos (Carmeliet, 2005). En la
retina de pacientes diabéticos, los nuevos vasos sanguineos son anémalos pues crecen
en direccion al cuerpo vitreo, son fragiles y tienden sangrar produciendo hemorragias
dentro del vitreo que interfieren con la visién, pero que ademas, favorecen la produccién
de un tejido fibroso que ejerce traccidn sobre la retina que la desprende y llega a

ocasionar una ceguera irreversible (Frank, 2004; Yam & Kwok, 2007).

2.5. Prevencién y tratamientos parala RD

Hasta hoy en dia, la principal estrategia para prevenir el desarrollo de la RD en
personas con DM, es el control de los niveles de glucosa en sangre y el control de la
presidn sanguinea (Frank, 2004). Existe evidencia de que el control temprano de la
glicemia reduce el riesgo de desarrollo y progresion de la RD en un 21% (UK Prospective
Diabetes Study, 1998). El control de la presién sanguinea como método preventivo de la

RD no es muy claro aun, pero se ha reportado que los pacientes diabéticos que presentan
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una presion sanguinea menor 180/85 mmHg, con respecto a los pacientes que presentan
de 180/105 mmHg, presentan un menor riesgo para la progresion de la RD y que soélo un
tercio de los pacientes con buen control de la presion sanguinea requieren una
intervencion laser para contrarrestar la RD (UK Prospective Diabetes Study, 1998). Sin
embargo, el porcentaje de pacientes diabéticos que logran mantener una normoglicemia
y controlar su presion sanguinea es muy bajo, debido a que la mayoria tarda meses o
anos en acudir a un diagnaostico clinico para el control de la glucemia. Esto aumenta el
riesgo del desarrollo y la progresiéon de la RD hacia la etapa proliferativa que requiere
terapias como la fotocoagulacion laser (Bhavsar, 2006).

La fotocoagulacién laser ha sido el tratamiento ocular estandar en pacientes con
RD proliferativa por mas de tres décadas (Frank, 2004). Se usé por primera vez en la
década de los 70’s por el oftalmélogo Duke-Elder quien consiguio la regresiéon de los
exudados duros vasculares producidos en una etapa avanzada de la RD (Neubauer &
Ulbig, 2007). La fotocoagulacion laser tiene su efecto sobre la retina cuando la radiacion
luminosa se convierte en energia térmica generando pequefias quemaduras en zonas
discretas de la retina con el propdsito de eliminar el tejido isquémico productor de factores
proangiogeénicos (Singh, Ramasamy, Abraham, Gupta, & Gupta, 2008; Suomalainen,
1993). Sin embargo, este procedimiento es eficaz en el 50% de los casos y reduce el
riesgo de pérdida de la vision del 14 al 33% de los casos pero no elimina el riesgo de
progresion de la RD proliferativa. Ademas la fotocoagulacion laser tiene efectos
colaterales no deseados que incluyen la induccidén de una vascularizacidén secundaria, la
presencia de glaucoma, la interferencia con la vision nocturna y el desarrollo de lesiones
neurales que disminuyen la calidad visual.

La vitrectomia es otro tratamiento de la RD que consiste en sustituir una porcion o
la totalidad del vitreo. Se lleva a cabo cuando tienen lugar cuadros avanzados de
hemorragias vitreas o de desprendimiento de retina. El inconveniente que presenta este
procedimiento quirurgico es el hecho de que aumenta el riesgo de la formacion de
cataratas en un 44% (Tezel et al., 1996) y es un factor de riesgo para neovascularizacion
del iris (Stefansson, 2009).

Aunque la fotocoagulacion con laser y la vitrectomia presentan una tasa de éxito

elevada, no previenen el desarrollo de la RD ni son propiamente curativas, aunado al
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hecho de que después de intervenciones sucesivas, los efectos adversos de ambos
procedimientos aumentan la probabilidad de ceguera.

En el ano 2000, se introdujo como nueva modalidad de tratamiento la
administracion intraocular de esteroides y moléculas anti-angiogéncias (Bainbridge et al.,
2003). El uso de agentes anti-angiogénicos se basa en la premisa de que la angiogénesis
es el comun denominador de la RD proliferativa. Agentes capaces de bloquear el efecto
del VEGF como anticuerpos anti-VEGF, RNA de interferencia contra el VEGF (Reich et
al., 2003) o receptores solubles a VEGF (Bainbridge et al., 2003) reportaron ser
favorables y presentar pocos efectos adversos, como endolftalmitis o induccién de
cataratas. Sin embargo, a largo plazo las inyecciones de agentes anti-VEGF, conducen
a la neurodegeneracion de la retina y aumentan el riesgo de alteraciones vasculares
coroideas. Ademas, existe la preocupacion de que el farmaco inyectado a nivel
intravitreo, pase hacia la circulacion sistémica y aumente el riesgo cardiovascular
(Cheung & Wong, 2008). Por lo cual, la vigilancia oftalmoldgica de estas terapias oculares
sigue en pie y es necesario aclarar los posibles riesgos causados a la vasculatura a nivel
sistémico.

Por lo tanto, el objetivo primordial de la investigacidon en este campo es la
busqueda de terapias mas efectivas y menos invasivas capaces no soélo de prevenir sino
de curar la RD a través de contrarrestar las alteraciones vasculares retinianas
determinantes del padecimiento. Entre estos factores se encuentran las vasoinhibinas,
una familia de fragmentos péptidicos derivados de la PRL que inhiben Ila
vasopermeabilidad, la vasodilatacion y la angiogénesis ocular (Clapp et al., 2008). De
hecho, estos péptidos bloquean el efecto del VEGF y de otros factores angiogénicos
(Garcia et al., 2008; Gonzalez et al., 2004).

2.6. Prolactina (PRL)

La PRL es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada mayormente por
células especializadas llamadas lactétropos, que ocupan del 20 al 50% del I6bulo anterior
de la glandula hipdfisis (Ben-Jonathan, Mershon, Allen, & Steinmetz, 1996; Freeman,
Kanyicska, Lerant, & Nagy, 2000). Esta hormona fue descubierta en 1928 y su nombre

esta basado en sus efectos estimuladores de la produccion de leche y del crecimiento de
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la glandula mamaria en mamiferos. No obstante, actualmente se sabe que la PRL esta
involucrada en mas de 300 funciones biolégicas ya que, ademas de sus multiples
acciones en la reproduccion y la lactancia, participa en el crecimiento y el desarrollo, el
metabolismo, la funcion cerebral, la regulacion del sistema inmunolégico, la
osmoregulacion y la angiogénesis (Ben-Jonathan, Hugo, Brandebourg, & LaPensee,
2006; Clapp, Thebault, Jeziorski, & Martinez De La Escalera, 2009). La sintesis y
secrecion de PRL no esta restringida a la hipdfisis, también ocurre en érganos vy tejidos
como la placenta, el epitelio mamario, las células del sistema inmunolégico (leucocitos),
el utero, el endometrio, el cerebro, la prostata, el tejido adiposo, el endotelio vascular y el
cartilago articular, entre otros (Ben-Jonathan et al., 1996; Clapp et al., 2008; Corbacho,
Martinez de la Escalera, & Clapp, 2002; Macotela et al.,, 2006). Consistente con la
multiplicidad de sus efectos, el receptor de la PRL se expresa en practicamente todos los
tejidos (Bole-Feysot, Goffin, Edery, Binart, & Kelly, 1998) y es estructuralmente
heterogéneo. Se han identificado al menos tres isoformas moleculares que resultan del
procesamiento alternativo del ARN mensajero. En estos receptores se definen tres
dominios estructurales, el extracitoplasmatico, el intramembranal y el intracitoplasmatico.
El dominio extracelular o dominio de unién a ligando es idéntico en las tres isoformas y
la diferencia entre los receptores reside en la extension del dominio intracitoplasmatico
que se definen como corto (42 kDa), intermedio (65 kDa) y largo (80 kDa) La PRL ejerce
la mayoria de sus efectos a través de la isoforma larga (Goffin, Bernichtein, Touraine, &
Kelly, 2005).

La PRL esta codificada por un sélo gen, localizado en el cromosoma 6 en el
humano (Truong et al., 1984) y en el cromosoma 17 en la rata (Cooke, Szpirer, & Levan,
1986). La principal isoforma de la PRL es una proteina monomérica constituida por 199
aminoacidos ligados por tres puentes disulfuro, una estructura terciaria conformada de
cuatro a-hélices anti-paralelas y una masa molecular de 23kDa (Freeman et al., 2000)
(Fig.2). No obstante, han sido identificadas otras isoformas de PRL resultado de
modificaciones postraduccionales como la agregacion, la fosforilacion, la glicosilacién, la
sulfatacién, la deamidacion y la protedlisis (Larrea, Villanueva, Cravioto, Escorza, &
Delreal, 1985; Sinha, 1995). El significado funcional de estas modificaciones se apoya

principalmente en hallazgos asociados con la proteolisis enzimatica de la hormona.
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Diferentes proteasas cortan a la PRL en fragmentos de diferentes tamafos que van de
11 a 18 kDa, los cuales se ha demostrado que poseen efectos vasculares no presentes
en la molécula completa de PRL y que son denominados como ‘vasoinhibinas’ ya que

inhiben la angiogénesis, la vasopermeabilidad y la vasodilatacion (Clapp et al., 2006).
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Figura 2. Representacion de la estructura de la hormona PRL. A) Esquema de la estructura

c
199

primaria de la PRL, compuesta por 199 aminoacidos ligados por tres puentes disulfuros. B)
Estructura terciaria de la PRL conformada por cuatro a-hélices anti-paralelas unidas por tres asas

flexibles. (Esquemas tomados y modificados de Bernard et al, 2015 y Clapp et al, 2008).

2.7. Las vasoinhibinas

Se llam¢ ‘vasoinhibinas’ de manera colectiva a la familia de fragmentos peptidicos
derivados del corte proteolitico de la PRL por diferentes enzimas, y cuyos efectos
biolégicos recaen principalmente sobre el endotelio vascular donde actuan como
inhibidores naturales del proceso angiogénico (Clapp et al., 2006; Clapp et al., 2008).

El corte de PRL se lleva a cabo por las proteasas que generan dos fragmentos
peptidicos: un fragmento que contiene la regibn amino-terminal de la proteina y otro
fragmento que corresponde a la region carboxilo-terminal de la misma. A pesar de que
ambos fragmentos se generan concomitantemente, solo los fragmentos que contienen la
region amino-terminal poseen propiedades inhibitorias de la funcién vascular (Clapp et
al., 2006). Las enzimas responsables de cortar a la PRL incluyen a la catepsina D
(Baldocchi, Tan, King, & Nicoll, 1993; Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de matriz
(MMP) de los tipos 1, 2, 3, 8, 9y 13 (Macotela et al., 2006) y la proteina morfogénica de
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hueso-1 (BMP-1) (Ge, Fernandez, Moses, & Greenspan, 2007). Estas proteasas cortan
a la PRL en diferentes regiones de la molécula, cerca y dentro del asa que conecta las
a-hélices 3 y 4, por ende, la masa molecular de las vasoinhibinas resultantes depende de
qué enzima realice el corte y en qué sitio. Por ejemplo, la catepsina D corta a la PRL
humana entre los aminoacidos 132-133, 147-148 y 150-151, lo que genera vasoinhibinas
de 15, 16.8 y 17.2 kDa respectivamente; sin embargo, la misma enzima (catepsina D)
corta a la PRL de la rata entre los aminoacidos 145-146 lo que resulta en una vasoinhibina
de aproximadamente 16.3 kDa (Baldocchi et al., 1993). Las vasoinhibinas derivadas de
la accion de las metaloproteasas de matriz, tienen una masa molecular entre los 17 y 14
kDa y la BMP-1 corta a la PRL entre los aminoacidos 159-160 resultando en un péptido

de aproximadamente de 18 kDa (Fig. 3).

Prolactina Vasoinhibina

23 kDa 14-18 kDa

Figura 3. Esquema queilustralos sitios de corte de la PRL y lageneracidon de las diferentes
vasoinhibinas. La PRL es cortada por catepsina D (CD) metaloproteasas de matriz (MMP) y la
proteina morfégena de hueso tipo 1 (BMP-1) que resulta en vasoinhibinas que van de 14-18kDa
de masa molecular, todas ellas correspondientes a la regién amino-terminal de la molécula

(Esquema tomado y modificado de Clapp et al, 2008).

Consistentemente con la naturaleza ubicua de la PRL y la presencia de las
proteasas capaces de convertir la PRL hacia vasoinhibinas en diferentes tejidos y fluidos,
se han detectado vasoinhibinas en la hipdfisis anterior y posterior, el endotelio vascular,
el hipotalamo, el cartilago, la glandula mamaria, los cardiomiocitos, y la retina (Aranda
et al., 2005; Clapp et al., 1994; Corbacho et al., 2000; Macotela et al., 2006); y en fluidos
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biolégicos como el suero, el fluido subrretiano, y la orina (Duenas et al., 2004; Fukuoka,
Hamamoto, & Higurashi, 1991; Gonzalez et al., 2007).

Ahora bien, con respecto a la actividad biolégica de las vasoinhibinas, se ha
demostrado que mientras la PRL estimula la proliferacién vascular; las vasoinhibinas,
ejercen el efecto opuesto, v.gr. son antiangiogénicas pero también vasoconstrictoras e
inhiboras de la permeabilidad vascular (Clapp, Aranda, Gonzalez, Jeziorski, & Martinez
de la Escalera, 2006). Por esto, las vasoinhibinas figuran como potentes inhibidores

naturales de vasopermeabilidad y angiogénesis que caracteriza a la retinopatia diabética.

2.8. Relacién entre la PRL circulante y las vasoinhibinas oculares en la RD

Estudios clinicos han mostrado una asociacion controversial entre la RD y los
niveles circulantes de PRL. Asi, se han reportado niveles elevados (Harter et al., 1976;
Hunter et al., 1974), similares (Mooradian et al., 1985) y bajos (Arnold et al., 2010) en
pacientes diabéticos con RD proliferativa con respecto a pacientes con RD no proliferativa
o sin RD. También se reportaron menores niveles circulantes de vasoinhibinas en
pacientes con RD en comparacion con pacientes sin RD (Triebel, Huefner, & Ramadori,
2009). Mas recientemente, en un estudio con 2,377 pacientes (1,034 hombres y 1,343
mujeres postmenopausicas) se encontré que altos niveles de PRL circulante se
asociaban con un menor riesgo de presentar intolerancia a la glucosa y padecer diabetes
(Wang et al., 2013), lo que pudiera también implicar un efecto protector de la PRL contra
las complicaciones vasculares de la diabetes.

La PRL podria proteger contra la RD en virtud de ser precursora de las
vasoinhibinas. Estudios preclinicos han mostrado que la presencia de vasoinhibinas en
la retina de la rata contribuyen a mantener su control vascular. Extractos de retina
contienen proteinas de 16 kDa con inmunorreactividad de PRL que corresponden al
extremo N-terminal de la hormona y su inactivacion mediante la inyeccion intravitrea de
anticuerpos que las secuestran estimula la angiogénesis en la retina (Aranda et al., 2005).
También se ha demostrado que la inyeccion intravitrea de vasoinhibinas inhibe la
vasopermeabilidad en respuesta al VEGF o a otras sustancias vasoactivas (Arredondo
Zamarripa et al.,, 2014; Garcia et al., 2008); y que la inyeccion intravitrea de virus

adenoasociados que transducen a las vasoinhibinas previene el desarrollo de la
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retinopatia diabética experimental (Ramirez et al., 2011). Mas directamente, la posibilidad
de que la PRL circulante se incorpore al 0jo y sea procesada hacia vasoinhibinas con
efectos vasculares se sustentd en el trabajo de Arnold y colaboradores (Arnold et al.,
2010). En este estudio se encontrd que la elevacién crénica de los niveles circulantes de
PRL mediante la colocacion de implantes de glandulas hipofisiarias de ratas donadoras
bajo la capsula renal de ratas receptoras, se asocié con un aumento en las vasoinhibinas
retinianas y una disminucion de la vasopermeabilidad de la retina debida a la diabetes o
a la inyeccion intravitrea de VEGF (Arnold et al., 2010). Ademas, se conoce que la PRL
puede atravesar la barrera hematorretiniana, ya que la PRL radioactiva inyectada en el
corazén se localiza en la coroides, la retina y los cuerpos ciliares (O'Steen & Sundberg,
1982). Ademas, los cuerpos ciliares (Arnold et al., 2010) y el EPR (Melendez Garcia et
al., 2016) expresan el receptor de la PRL y, por ende, un mecanismo para el transporte
activo de la hormona al interior del ojo.

En su conjunto estos hallazgos sustentan la premisa de que los pacientes con altos
niveles de PRL sistémica pueden presentar un menor riesgo de desarrollo y progresion
de la RD a través de que se favorece la incorporacion intraocular de la hormona y su
procesamiento a vasoinhibinas con efectos protectores contra las alteraciones vasculares
retinianas. Por lo cual, en este proyecto se investigd el posible valor protector contra la
RD experimental de un farmaco llamado sulpirida el cual, es recomendado en la clinica a
pacientes diabéticos por sus efectos procinéticos y que tiene como efecto secundario

elevar los niveles de PRL circulante.

2.9. Sulpirida

Existen farmacos de uso clinico que son recomendados a pacientes diabéticos por
sus propiedades procinéticas y que tienen como efecto secundario inducir
hiperprolactinemia. Entre estos farmacos se encuentra la sulpirida, que fue desarrollada
en Francia desde 1967 como una benzamida que bloquea selectivamente a los
receptores tipo D2 de dopamina en el sistema nervioso central (SNC) y en el tracto
gastrointestinal (Rossi & Forgione, 1995). Debido a estas acciones fue indicado
inicialmente para tratar trastornos psiquiatricos como un antipsicético y antidepresivo a

altas concentraciones (200-3,200 mg/dia) (Caley & Weber, 1995) y a bajas
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concentraciones (50-75 mg/dia) por sus efectos procinéticos, antieméticos vy
antidispépticos (Mansi et al., 1995).

La sulpirida ejerce su accion procinética a través de un mecanismo dual:
antagonizando los receptores tipo 2 de dopamina y activando a los receptores
serotoninérgicos (5HT4). Ambos efectos favorecen la accion colinérgica sobre la
musculatura lisa del tracto digestivo reduciendo trastornos como la gastroparesis (retardo
en la evacuacién gastrica) y la dispepsia que se sabe afectan a los pacientes con diabetes
(Mansi et al., 1995; Mearin et al., 2004). Sin embargo, esta bien documentado que los
farmacos antidopaminérgicos tienen como efecto secundario elevar los niveles
circulantes de la hormona PRL (Haddad, Hellewell, & Wieck, 2001). La dopamina es el
principal inhibidor de la sintesis y liberacion de PRL via su accion sobre los receptores
tipo 2 presentes en los lactotropos hipofisiarios (Freeman et al., 2000). A nivel
experimental, se ha reportado que la sulpirida en ratas (20mg/kg de peso corporal
inyectada i.p. una vez al dia durante 21 dias) eleva a la PRL sistémica por sobre el valor
basal (46.2 £ 10.5 ng/mL vs. 11.21£5.5 ng/mL, respectivamente) (Baptista, Lacruz, Paez,
Hernandez, & Beaulieu, 2002).

Los efectos negativos de la hiperprolactinemia son la turgencia y crecimiento
mamario (ginecomastia), la galactorrea, la anovulacioén y la disminucion de la libido. Sin
embargo, Lozano y colaboradores en un estudio sobre la eficacia contra la dispepsia y la
bioseguridad de la levosulpirida (forma levoriga de la sulpirida) administraron la droga a
342 pacientes (151 hombres y 191 mujeres con edad promedio de 38 afios) en una dosis
de 75 mg de levosulpirida por dia durante 4 semanas y reportaron que solo 11 de ellos
presentaron galactorrea leve como efecto adverso, pero que ninguno de estos 11
pacientes tuvieron que abandonar el estudio (Lozano et al., 2007). Estos resultados
muestran que los efectos adversos derivados del estado hiperprolactinémico parecen no
ser relevantes.

Con estos antecedentes y considerando que los actuales tratamientos contra la
RD no son del todo eficaces y presentan riesgos importantes, en este proyecto se
propuso investigar el posible uso terapéutico de la sulpirida contra la RD experimental.
Esto en virtud de que la induccidn de hiperprolactinemia mediante la administraciéon de

sulpirida eleva a la PRL sistémica lo que favorece su incorporacién y conversion
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intraocular a vasoinhibinas capaces de contrarrestar el aumento de permeabilidad
vascular que se observa en la retina en el modelo de diabetes experimental inducido por

estreptozotocina en la rata (Fig.4).

Dopamina  RD2 |

HOD/\/NHz 4 Hipotalamo

Sulpirida

Hipdfisis
anterior

x\\} | Vasoinhibinas

NA\V
¢ Vasopermeabilidad
retiniana

Retinopatia Diabética

Figura 4. Esquema propuesto del uso de la sulpirida para elevar los niveles de PRL circulante,
con el objetivo de aumentar las vasoinhibinas intraoculares y contrarrestar la vasopermeabilidad

retiniana causada por la diabetes experimental.
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3. JUSTIFICACION

La DM es un problema de salud publica a nivel mundial que tiene como
complicacion importante la RD. Los tratamientos actuales contra la RD no son del todo
satisfactorios y es menester identificar nuevos blancos terapéuticos para controlar este
padecimiento. Este proyecto propone evaluar el uso de un farmaco (sulpirida) para elevar
los niveles sistémicos de PRL y que ya es indicado para tratar transtornos
gastrointestinales en pacientes diabéticos, esperando que la hiperprolactinemia se
traduzca en un aumento de vasoinhibinas oculares capaces de contrarrestar alteraciones

vasculares retinianas caracteristicas de la RD experimental.

4. HIPOTESIS

La administracion de sulpirida elevara los niveles sistémicos de PRL
(hiperprolactinemia) lo que se traducira en un aumento de las vasoinhibinas oculares que

contrarrestaran la excesiva permeabilidad vascular en la retina de ratas diabéticas.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la sulpirida sobre los niveles sistémicos de PRL
(hiperprolactinemia) e intraoculares de vasoinhibinas y sobre la vasopermeabilidad de la

retina en un modelo de diabetes experimental inducido por estreptozotocina en ratas.

5.2.  Objetivos particulares

1. Evaluar el aumento de PRL sistémica inducido por sulpirida en ratas no diabéticas.

2. Comprobar la presencia y aumento de las vasoinhibinas enddgenas en el vitreo de
animales no diabéticos tratados con sulpirida.

3. Cuantificar a la PRL circulante en ratas no diabéticas y diabéticas tratadas o no con
sulpirida.

4. Evaluar la vasopermeabilidad de la retina en ratas no diabéticas y diabéticas tratadas

0 no con sulpirida.
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6. MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar de entre 250-300 g de peso
corporal, las cuales fueron puestas con un ciclo de luz/oscuridad 12/12h con comida y
agua ad libitum. Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM y todos los experimentos fueron autorizados por el Comité de
Etica de dicho instituto. Antes de cada experimento los animales fueron manipulados
mimetizando las condiciones del sacrificio durante 5 dias, para reducir los efectos del
estrés asociados con el mismo, ya que se conoce que el estrés estimula la secrecion
hipofisiaria de PRL (Seggie & Brown, 1975).

6.1. Evaluacién del efecto de la sulpirida sobre los niveles circulantes de PRL en

ratas no diabéticas

Administracion del farmaco sulpirida

La sulpirida que se utilizé corresponde a una formulacion farmacéutica de uso
humano, llamada comercialmente como Dogmatil que es una solucién inyectable con una

concentracion de 50 mg/mL producida por los laboratorios SANOFI®.

Disefio experimental

Se usd un total de 20 ratas macho Wistar a las cuales se les administraron
diferentes dosis de sulpirida mediante una inyeccion intraperitoneal (i.p.) diaria durante 5
dias. Las dosis diarias fueron 5, 10 y 20 mg/kg de peso corporal. El grupo de ratas control
recibio solucion salina i.p. Los animales fueron anestesiados bajo una atmadsfera saturada
de CO:2 y sacrificados por decapitacion para colectar la sangre y realizar la enucleacién y

la extraccion de las retinas y los vitreos.
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El suero se obtuvo mediante centrifugacion de la sangre a 3,000 rpm durante 15
min a 4°C. Los sueros fueron guardados en alicuotas y congelados a -80°C hasta la
cuantificacion de PRL mediante ELISA.

Inmediatamente después de la enucleacion, los ojos fueron puestos en un buffer
de fosfatos (PBS) Ph 7.5 (Sigma # SLBN2927V) e inmediatamente se obtuvieron el vitreo
y la retina bajo el estereoscopio y se congelaron en nitrégeno liquido y almacenaron a -
80° C.

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)

Es un inmunoensayo para medir a la PRL en suero que utiliza volumenes
pequefios (2-6 ul) y una combinacion de anticuerpos contra la PRL capaces de
identificarla de entre toda una mezcla de proteinas totales del plasma. Esta técnica fue
descrita por Guillou y colaboradores en 2015, para cuantificar a la PRL sérica de ratén
con una sensibilidad de 0.2 ng/mL. Los inmunoensayos previos para medir PRL requieren
mas de 100 ul de suero y detectan a la PRL dentro de un rango de 7 a 370 ng/mL (Guillou
et al., 2015). Esta técnica recientemente fue implementada en el laboratorio para medir
PRL de raton y rata en suero utilizando una curva que va de 0.03125 ng/mL a 2 ng/mL.

Se utilizé una placa de 96 pozos (Sigma-Aldrich cis 9018-100EA) a la que se
adicionaron 50 ul de anticuerpo policlonal de captura anti-PRL de rata (AFP65191/Guinea
Pig, Instituto Nacional de Salud, EUA) a una dilucién 1:1000 en cada pozo que se incubo
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavo el anticuerpo y se realizé un bloqueo
con buffer de fosfatos a pH 7.4 con leche al 5% durante 2 h a T/A. Posteriormente se
realizaron lavados de la placa y se preparo una curva estandar que va a de 0-2ng/mL de
PRL de rata, diluida en PBS+Tween20 al 0.05% + BSA (albumina sérica bovina). Se
realizaron diluciones de las muestras: 1:25 para el suero control y 1:50 para los sueros
de las ratas tratadas con sulpirida. Después del bloqueo se realizaron 3 lavados con PBS-
Tween 20, luego se adicionaron a los pozos las diferentes concentraciones de PRL
estandar y las muestras (50 ul) por duplicado y se les incubé durante 2 h T/A. Después
de este tiempo, se retiraron las muestras, se hicieron 3 lavados y se agrego
inmediatamente el anticuerpo de deteccién (anti-PRL de ratén suministrado por el Dr.

Frank Talamantes, Universidad de California, Santa Cruz, CA). La reaccion se incubo
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durante 2 h a T/A, se lavo el exceso del anticuerpo y se agrego el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa de rabano (anti rabbit, IgG, Fisher Scientific, NA934). La placa se
incubd por 1.5 h a T/A. Finalmente, se eliminé el anticuerpo secundario, se realizaron
lavados y se agregd la solucidon de revelado con o-fenilenediamina que actua como
sustrato de la peroxidasa y permite detectar la presencia del anticuerpo adherido
mediante una reaccion colorimétrica. El nivel de reaccion (cantidad de sustrato) se
determind en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm y 650 nm. La
concentracion de la PRL en los sueros se determind extrapolando los valores de densidad

Optica con respecto a la curva estandar.

6.2. Deteccidn de las vasoinhibinas en el vitreo de ratas no diabéticas tratadas con

sulpirida

Inmunoprecipitacion del vitreo

La inmunoprecipitacién (IP) es un método que se basa en la especificidad de
anticuerpos para detectar o aislar una proteina de interés (antigeno) de una mezcla
compleja de proteinas (Kaboord & Perr, 2008). La IP ha sido utilizada para evaluar tanto
la expresiéon diferencial de una proteina, caracterizar su peso molecular, identificar
modificaciones postraduccionales asi como los ligandos que interactuan. Los anticuerpos
utilizados pueden ser policlonales o0 monoclonales para reconocer la proteina de interés
(Kaboord & Perr, 2008).

Para fines de este proyecto, se utilizd la IP para detectar PRL y/o vasoinhibinas
presentes en el vitreo de ratas controles tratadas o no con sulpirida. Se utilizé el método
clasico de IP que consistio en los siguientes pasos: (1) la mezcla de 5 vitreos (volumen
total de 50 pl) de ratas controles no tratadas con sulpirida y por otro lado la mezcla de 7
vitreos (50 ul) de ratas controles tratadas con sulpirida (20 mg/kg). Los vitreos fueron
incubados en buffer Net-Gel (Tris 50mM, NaCl 150mM, Nonidet P-40 0.1%, EDTA 1mM
pH 8.0, Gelatina 0.25%, Azida de sodio 0.02%) en combinaciéon con 2 ul de antisuero
anti-PRL de rata (C-1) en agitacién a 4°C durante toda la noche (O/N). Al dia siguiente,
se agregaron 35 ul de la proteina A la cual fue preparada en fresco (100 mg de proteina

A en 1ml de buffer de fosfato de sodio 0.1M pH 8.0; agitacién (vortex) y centrifugacién a
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13,000 rpm/1min. Se elimind el sobrenadante y se agregd un volumen de buffer igual a
lo desechado) para formar agregados moleculares que faciliten la recuperacion del
antigeno; la mezcla se incub6 durante 2 h en agitacién a 4°C. Después de la incubacién
se realizaron 3 lavados que consistieron: en la centrifugacion de las muestras incubadas
a 10,000 rpm/5min a 4°C, la eliminacion del sobrenadante y la adicién de 800ul de Net-
gel para el segundo lavado, la adicién de (Net-gel/SDS10%) para el segundo lavado y de
Tris-NP40 para el tercer lavado. Las muestras se incubaron por 10 min en agitacién hasta
el lavado subsecuente. Después del tercer lavado, las muestras se centrifugaron y se
elimind el sobrenadante dejando 30 pl del precipitado de la muestra total, a los cuales se
les agregd 15 ul de Laemmli 2x y se calentaron a 95°C por 10 min. Las muestras se
volvieron a centrifugar brevemente y se procesaron por SDS-PAGE y Western-blot. Para
lo cual, las muestras inmunoprecipitadas de vitreo se cargaron en un gel de poliacrilamida
con glicerol al 15%, 1.5mm de espesor con 10 pozos y se migraron bajo una intensidad
de 90 V durante 5 h. Como estandares se utilizaron una preparacién de PRL
recombinante de rata (100 ng) y una preparacién de vasoinhibinas (3 pl) generadas
mediante protedlisis enzimatica de la PRL recombinante de rata, generada de acuerdo al
meétodo previamente descrito (Clapp, 1987). Como control negativo se utilizé un ‘blanco’
que es el buffer Net-gel agregando 2 ul del anticuerpo anti-PRL rata C1 fueron
inmunoprecipitados de la misma forma que las muestras experimentales.
Posteriormente las muestras fueron transferidas del gel a una membrana de
nitrocelulosa de 0.2 um (BIO-RAD#9004-70-0). La membrana se incubd con un
anticuerpo primario (antisuero anti-PRL rata C4) a una dilucion 1:500 a 4°C con agitacién
O/N. La membrana se lavé para quitar el exceso del anticuerpo primario y se incubo en
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina (1:5000) durante 2 h a
T/A. Finalmente el blot se revelé usando un kit comercial para fosfatasa alcalina (BIO-

RAD AP Conjugate substrate kit #170-6432) y se observo la reaccidn colorimétrica.
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6.3. Evaluacién del efecto de la sulpirida sobre la vasopermeabilidad de la retina
de ratas diabéticas

Diabetes experimental

Se indujo diabetes mediante la administracion de una Unica dosis de
estreptozotocina (STZ) de 60 mg/kg de peso corporal via intraperitoneal. La STZ es un
farmaco que desencadena procesos autoinmunes que resultan en la destruccion de los
islotes de Langerhans del pancreas, constituidos principalmente de células B las
encargadas de producir insulina, por lo cual se considera un modelo de diabetes tipo 1
(Wei et al., 2003). Una sola inyeccion de STZ es capaz de inducir diabetes 2 a 4 dias
después de su administracion y genera una condicion de hiperglucemia permanente
(Akbarzadeh et al., 2007). A los grupos controles se les administré el vehiculo donde se
diluye la STZ (buffer de citratos, pH 4.5). La diabetes se confirmé midiendo niveles de

glucosa en sangre > 250 mg/dL mediante un glucémetro convencional.

Disefio experimental

Para evaluar el efecto de la sulpirida sobre la permeabilidad vascular retiniana en la
diabetes, se llevaron a cabo dos protocolos: (1) animales a los cuales a las 2 semanas
post-STZ o -vehiculo se les administr6 o no la sulpirida (i.p. 20 mg/kg) diariamente
durante 2 semanas hasta alcanzar un tiempo total de diabetes de 4 semanas. (2)
animales a los cuales a las 4 semanas post-STZ o -vehiculo se les administré o no la
sulpirida (i.p. 20 mg/kg) diariamente durante 2 semanas hasta alcanzar un tiempo total
de diabetes de 6 semanas.

En ambos esquemas experimentales se tuvieron los siguientes grupos animales:

» Grupo de ratas controles (C)

» Grupo de ratas controles tratadas con sulpirida (C+Sulp)

~

» Grupo de ratas diabéticas (DB)

~

» Grupo de ratas diabéticas tratadas con sulpirida (DB+Sulp)
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Durante la administracion de sulpirida, la dosis se ajusté cada 2 dias de acuerdo
al peso de los animales, ademas se registraron semanalmente el peso corporal y los
niveles de glucosa en sangre como parametros del estado de salud. Finalmente, se

evaluo la vasopermeabilidad retiniana mediante el ensayo de azul de Evans.

Ensayo de Azul de Evans

Es un ensayo in vivo que permite medir el aumento en la permeabilidad vascular
(Nagaraja, Keenan, Fenstermacher, & Knight, 2008; Wolman et al., 1981). Este ensayo
fue desarrollado por Evans y colaboradores en 1920 con el objetivo de poder medir el
volumen de plasma sanguineo y la integridad de la barrera hematoencefalica (Saunders,
Dziegielewska, Mollgard, & Habgood, 2015). Observaron que el colorante T-1824 blue
azo se distribuia en todo el animal, era estable en circulacion y que no se perdia
facilmente en la orina. La estabilidad de este colorante depende de su capacidad para
unirse a la proteina albumina y a globulinas presentes en la sangre (Allen & Orahovats,
1950; Saunders et al., 2015). El fundamento de estas observaciones es que bajo
condiciones fisiologicas el endotelio vascular constituye una barrera selectiva de
transporte entre la sangre y el espacio intersticial en los tejidos, lo cual es esencial para
la homeostasis de los fluidos (Beck et al., 1999). Es decir, en condiciones normales los
vasos sanguineos impiden la extravasacion de la albumina, de manera que al inyectar el
colorante azul de Evans éste permanece unido a ella y por tanto contenido dentro de los
vasos sanguineos. Por el contrario, en condiciones patoldégicas como en la RD, se
produce un incremento en la permeabilidad vascular y ocurre una extravasacion de la
albumina unida al colorante hacia el espacio intersticial, permitiendo cuantificar la
vasopermeabilidad.

Los animales recibieron una inyeccion intravenosa (vena yugular) del colorante
azul de Evans (45 mg/kg) previamente sometidos a anestesia general con ketamina
(70%) y xilacina (30%) i.p. (1 ul/g de peso corporal). Dos horas después los animales
fueron asfixiados en un ambiente de CO2 e inmediatamente perfundidos, con un buffer
de fosfatos (PBS) con pH de 3.5 inyectado en la aorta ascendente del corazon. Luego se
enuclearon ambos 0jos para extraer la retina. Posteriormente las retinas fueron puestas
en el disolvente formamida (Sigma-Aldrich #SHBG9108V) durante 18 h a 72°C para
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extraer el colorante extravasado. Luego se realizé una curva estandar del colorante que
se cargo por duplicado en una plaza de 96 pozos y se cargo 50 pl del colorante extraido
de cada retina y se leyé mediante espectrofotometria a 396 nm de longitud. Al final se
calculo la cantidad de colorante en la retina con respecto a la curva (Brown, Mitar, &
Whitworth, 1992; Matsuda, Nishikawa, & Tanaka, 1995).

6.4. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los grupos experimentales se uso6 la prueba
paramétrica ANOVA (Analysis of variance) de una via, con multiples comparaciones.
Seguida de una prueba post-hoc Tukey. Se consideré diferencia estadistica para valores
de p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. La sulpirida aumenta los niveles de PRL sistémica de manera dosis-

dependiente

Para corroborar la hiperprolactinemia inducida por sulpirida, se administraron dosis
crecientes de la droga por 5 dias consecutivos en ratas no diabéticas y se cuantifico la
PRL en suero. Se encontré que la sulpirida indujo un aumento en los niveles de PRL
sistémica de manera dosis-dependiente. La dosis mas alta de sulpirida (20 mg/kg), indujo
una hiperprolactinemia de hasta 117.7£10.6 ng/mL comparable a la observada en
cuadros de hiperprolactinemia fisioldgica, v. gr, embarazo y lactancia (Ben-Jonathan et
al., 2006) (Fig. 5).
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Figura 5. Cuantificacion de la PRL en suero de ratas no diabéticas tratadas por 5 dias con
dosis crecientes de sulpirida. La cuantificacién de PRL se realizé mediante ELISA. Los valores

son promedios £ SEM de 5 ratas por grupo. **p<0.01 vs el grupo Control.

Este resultado indica que la dosis mas alta de sulpirida permitira evaluar la
influencia de la hiperprolactinemia sobre los niveles intraoculares de vasoinhibinas v,

consecuentemente, sobre la progresion de la RD experimental.
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7.2. Las vasoinhibinas aumentan en el vitreo de ratas no diabéticas tratadas con
sulpirida

Para investigar si la hiperprolactinemia inducida por sulpirida se traduce en un
aumento en las vasoinhibinas oculares, se realizé la inmunoprecipitacion (IP) y analisis
por Western blot de vitreos (50 ul) de ratas no diabéticas tratadas o no con sulpirida
durante 5 dias. Se encontrdé que los vitreos de las ratas tratadas con sulpirida contienen
dos bandas con inmunoreactividad de PRL con pesos moleculares que corresponden a
las vasoinhibinas de 16 y 14 kDa (Fig. 6). Estas bandas no se observaron en los vitreos

de las ratas que no recibieron sulpirida.

PRL rata 23kDa Vasoinhibinas (Vi) Vitreos 50 L IP
100ng 100ng IP 3uL 3uLIP Blanco Control Sulpirida
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Figura 6. Inmunoprecipitacion (IP)-Western blot de vitreos de animales tratados y no
tratados con sulpirida. Estandares de PRL recombinante de rata 23 kDa (100 ng) sin IP (carril
1) e IP (carril 2); estandares de vasoinhibinas de rata sin IP (carril 3) e IP (carril 4); marcadores
de peso molecular (carril 5); mezcla de IP sin vitreo (blanco, carril 6); pool de cinco vitreos IP de
animales no tratados con sulpirida (carril 7) y pool de siete vitreos de animales con sulpirida (carril
8). Los numeros a la izquierda indican los pesos moleculares de marcadores y a la derecha se
indican las proteinas con inmunorreactividad de PRL que probablemente corresponden a
vasoinhibinas de 14 y 16 kDa. Para la IP se usé el anticuerpo anti-PRL de rata C1 y el revelado
del blot con el anti-PRL rata C4.

Este resultado apoya la hipétesis de que el aumento de la PRL sistémica por

accion de la sulpirida se traduce en un aumento de vasoinhibinas intraoculares y, por
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ende, que la sulpirida es un buen método para elevar los niveles intraoculares de estos

péptidos.

7.3. La PRL sistémica disminuye en ratas diabéticas y se eleva con el tratamiento

con sulpirida

Para evaluar el efecto de sulpirida sobre los niveles de PRL circulante en la
condicion diabética, se indujo diabetes con STZ y a las dos semanas post-STZ o vehiculo
se administré la sulpirida (i.p., 20 mg/kg) diariamente durante 2 semanas. La PRL
circulante disminuyo por efecto de la diabetes como ya se habia reportado previamente
(Lemini et al., 2015). Las ratas diabéticas sin el tratamiento con sulpirida presentan
niveles de PRL circulante por debajo de las concentraciones de PRL de animales
controles no tratados con sulpirida (3.74 + 1.1 ng/mL vs 10.2 + 2.2 ng/mL,
respectivamente); mientras que en animales diabéticos tratados con sulpirida se

observaron mayores niveles de PRL (22.9 £ 13.9 ng/mL) (Fig. 7).
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Figura 7. Niveles de PRL en suero de ratas controles (C) y diabéticas (DB) tratadas o no
con sulpirida (Sulp). La cuantificacion se realizé mediante ELISA. Los valores son promedios *

SEM. El numero de animales se indica dentro de las barras.

Cabe mencionar que no se pudo realizar un analisis estadistico debido al numero

reducido de animales diabéticos tratados con sulpirida.
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7.4. La sulpirida inhibe el aumento de la permeabilidad vascular de la retina,

causada por la diabetes

Con el objetivo de evaluar el efecto de la sulpirida sobre la vasopermeabilidad
retiniana en la diabetes, se llevé a cabo dos esquemas experimentales: (1) animales a
los cuales a las 2 semanas post-STZ se les administré la sulpirida (i.p. 20 mg/kg)
diariamente durante 2 semanas hasta alcanzar un tiempo total de diabetes de 4 semanas.
(2) animales a los cuales a la 4 semana post-STZ o -vehiculo se les administré la sulpirida
(i.p. 20 mg/kg) diariamente durante 2 semanas hasta alcanzar un tiempo total de diabetes
de 6 semanas. Esto con el propdsito de determinar la accidon terapéutica de la sulpirida
en la diabetes mas temprana y menos severa vs una diabetes de mas tiempo y mejor
instalada.

Bajo el primer protocolo (inicio de la administracion de sulpirida a las dos semanas
de diabetes) se corrobord el aumento significativo (p= 0.0314) en la vasopermeabilidad
de la retina debido a la diabetes. Sin embargo, este aumento no fue significativo en las
ratas tratadas con sulpirida, lo que sugiere que dicho tratamiento reduce la
vasopermeabilidad debida a la diabetes (Fig. 8). La sulpirida no modificdé la
vasopermeabilidad retiniana en animales no diabéticos.

En estos animales, también se evalué semanalmente el peso corporal y la glucosa
sanguinea y, como se esperaba, se encontré que los animales diabéticos presentaron
menor peso corporal y un estado de hiperglucemia permanente, en relaciéon a los no
diabéticos (Tabla I). Estos cambios también se observaron, aunque menos asentuados,
bajo el tratamiento con sulpirida sugiriendo la ausencia de efectos adversos a

consecuencia de la administracion del farmaco.
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Figura 8. La sulpirida disminuye el aumento en la vasopermeabilidad retiniana debida a la
diabetes. La vasopermeabilidad de la retina se evalué mediante el método de azul de Evans en
ratas no diabéticas tratadas (C+Sulp) o no (C) con sulpirida (Sulp) y ratas diabéticas (DB) no
tratdas y tratadas con sulpirida (DB+Sulp). El tratamiento con sulpirida fue por dos semanas y se
inicid a las dos semanas post-STZ (4 semanas de tiempo total de diabetes). Los valores
representan los promedios + SEM. Los niumeros dentro de las barras indican el nimero de retinas

analizadas. * p < 0.05. Se realiz6 ANOVA de una via, multiples comparaciones.

Tabla |. Valores de peso corporal y niveles de glucosa en sangre de los grupos

experimentales a las 4 semanas posteriores alainduccion de diabetes.

Semanas post-STZ Tratamiento N Peso (g) Glucosa (mg/dL)
4 C 12 398.2+2.0 140.8 £ 2.5
4 C+Sulp 8 389.3 + 3.7 135.9+3.5
4 DB 10 303.0£3.7"***vsC 4983 +7"**vsC
4 DB+Sulp 8 327.6+28"*vsC 455.1+6.5"*vsC

Ratas no diabéticas tratadas (C+Sulp) o no (C) con sulpirida (Sulp) y ratas diabéticas tratadas
(DB+Sulp) o0 no  con sulpirida. Los valores corresponden a los promedios + SEM donde
****n<0.0001 vs Control. Se realiz6 ANOVA de una via, multiples comparaciones, tanto para peso

como niveles de glucosa.

Con el objeto de corroborar el efecto protector de la sulpirida que no fue muy claro

en el experimento inmediato anterior y evaluar su eficacia en un estado mas avanzado
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de la diabetes se propuso el segundo tiempo de diabetes experimental, i.e., animales a
los cuales se les administro la sulpirida a las 4 semanas post-STZ y, por ende, que fueron
diabéticos por un total de 6 semanas. Sorprendentemente, en este grupo se observé que
el tratamiento con sulpirida disminuyé significativamente el aumento en la
vasopermeabilidad de la retina observado en las ratas diabéticas (Fig. 9). En los grupos
controles, el tratamiento con sulpirida no modifico en forma significativa la
vasopermeabilidad de la retina.

También se encontré de nuevo que en estos grupos los animales diabéticos
presentaron menor peso corporal y un estado de hiperglucemia permanente, en relacion
a los no diabéticos y que estos cambios también se observaron, aunque menos
asentuados, bajo el tratamiento con sulpirida (Tabla Il), apoyando la ausencia de efectos

adversos a consecuencia de la administracion del farmaco.
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Figura 9. La sulpirida inhibe el aumento de la vasopermeabilidad retiniana debida a la
diabetes. La vasopermeabilidad de la retina se evalu6 mediante el ensayo de azul de Evans en
ratas no diabéticas tratadas (C+Sulp) o no (C) con sulpirida (Sulp) y ratas diabéticas tratadas
(DB+Sulp) o no con sulpirida (Sulp) por 4 semanas. Los valores representan los promedios *
SEM. Los numeros dentro de las barras indican el nimero de retinas analizadas. * p < 0.05;

***p<0.005. Se realiz6 ANOVA de una via, multiples comparaciones.
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Tabla Il. Valores de peso corporal y niveles de glucosa en sangre de los grupos
experimentales a las 6 semanas posteriores alainduccion de diabetes.

Semanas post-STZ Tratamiento N Peso (g) Glucosa (mg/dL)
6 C 5 485 + 8.1 127+ 3.9
6 C+Sulp 6 418.5+6.3*vs C 132.1+1.6
6 DB 9 348.6 £3.5"***vs C  536.8 £4.8****vs C
6 DB+Sulp 10 3845+1.9*"*vsC 5064 + 45 vsC

En ratas no diabéticas (controles) tratadas (C+Sulp) o no (C) con sulpirida (Sulp) y ratas
diabéticas tratadas (DB+Sulp) o no con Sulp. Los valores corresponden a los promedios + SEM.
*** p<0.005 vs Control. Se realiz6 ANOVA de una via, multiples comparaciones, tanto para peso

como niveles de glucosa.
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de esta tesis de que la
hiperprolactinemia inducida por la sulpirida, contrarresta efectos tempranos de la diabetes
(excesiva vasopermeabilidad retiniana) que conducen hacia el desarrollo de la RD y que
esta accion probablemente involucra la mayor generacién de vasoinhibinas oculares.

La RD es un trastorno ocular derivado de la DM, que se considera la principal
causa de ceguera irreversible y discapacidad visual en la poblacion mundial en edad
laboral (Antonetti et al., 2012;Fong et al., 2004; Moss et al., 1998). Sin embargo,
actualmente no existe una terapia totalmente eficaz para controlar el desarrollo de la RD
(Frank, 2004; UK Prospective Diabetes Study, 1998) ya que los tratamientos
convencionales para contrarrestar la progresion de la RD (fotocoagulacién con laser,
vitrectomia y administracion intraocular de antiangiogénicos) presentan efectos adversos
y requieren intervenciones sucesivas que comprometern la vision (Frank, 2004). Por lo
cual, es imperante la investigacion acerca de posibles mediadores quimicos capaces de
contrarrestar las alteraciones vasculares de la retina determinantes de la RD bajo
esquemas de tratamientos menos invasivos y mas eficaces contra el padecimiento. Al
respecto, estudios preclinicos indican que las vasoinhibinas pudieran se parte de estos
mediadores quimicos.

Las vasoinhibinas son fragmentos moleculares de la hormona PRL con acciones
antiangiogénicas, vasoconstrictoras e inhibidoras de la permeabilidad vascular (Clapp et
al., 2006). Se ha demostrado que las vasoinhibinas se pueden generar en la retina a partir
de PRL producida localmente. Estudios de hibridizacion in situ mostraron la presencia del
RNA mensajero de la PRL en la capa nuclear externa, en la capa nuclear internay en la
capa de células ganglionares de la retina (Aranda et al., 2005; Rivera et al., 2008).
También se demostré que la PRL del plasma puede incorporarse al ojo y ser convertida
a vasoinhibinas por tejidos oculares (Arnold et al., 2010). Notablemente, las vasoinhibinas
inhiben la angiogénesis y la vasopermeabilidad ocular. Los efectos de las vasoinhibinas
se han reproducido mediante la administracién intravitrea de los péptidos puros (Garcia
et al., 2008; Arredondo Zamarripa et al., 2014) y de virus adeno-asociados recombinantes
que los codifican (Ramirez et al., 2011). Ambos tratamientos bloquean el aumento en la
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vasopermeabilidad retiniana que ocurre en respuesta a la administracion intravitrea de
VEGF o bradicinina y por efecto de la diabetes experimental. Ademas, se ha demostrado
que las vasoinhibinas reducen la angiogénesis retiniana en un modelo de retinopatia
inducido por isquemia en el raton recién nacido (Pan et al., 2004). También se sabe que
vasoinhibinas reducen en un 50% la angiogénesis inducida por el factor de crecimiento
de fibroblastos en la cérnea (Duenas et al., 1999) y que pueden inducir la apoptosis de
las células endoteliales y promover la regresién vascular intraocular (Martini et al., 2000;
Duenas et al., 2004).

La idea de que las vasoinhibinas pudieran ejercer efectos protectores contra la RD
se sustenta en gran medida en sus efectos inhibidores de la accion del VEGF, el principal
mediador de las alteraciones vasculares retinianas que conducen a la RD. Los niveles de
VEGEF se incrementan en el vitreo de pacientes con RD y edema macular diabético (Aiello
et al.,, 1994; Funatsu et al.,, 2006) y, como se mencion6 anteriormente, el uso de
moléculas anti-VEGF mejora ambos padecimientos (Stefanini et al., 2014; Stewart, 2014).
El VEGF promueve el incremento de la permeabilidad y proliferacion de células
endoteliales de aorta bovina y de capilares retinianos en cultivo y éste incremento se
reduce cuando el VEGF se administra conjuntamente con vasoinhibinas (Frelin, Ladoux,
& D'Angelo, 2000; Garcia et al., 2008). Se conoce que las vasoinhibinas actiuan a través
de inhibir la fosforilacién de eNOS y por tanto la produccién del éxido nitrico (NO) asi
como la activacion de la via de las cinasas activadas por mitogeno (MAPK) sobre las
células endoteliales en respuesta al VEGF (Garcia et al., 2008).

Otro antecedente fundamental de nuestro proyecto es el hecho de que los niveles
de PRL y de vasoinhibinas disminuyen en pacientes con RD (Triebel et al., 2009) y que
la PRL circulante se incorpora al ojo donde es procesada a vasoinhibinas (Arnold et al.,
2010). Notablemente, el estado de hiperprolactinemia mitiga la permeabilidad excesiva
causada tanto por la inyeccion intravitrea de VEGF como por la diabetes, en ratas (Arnold
et al., 2010). Sin embargo, en el estudio de Arnold y colaboradores la hiperprolactinemia
fue inducida mediante la colocacion de dos glandulas hipdfisis, bajo la capsula renal de
una rata receptora. Este es un procedimiento experimental bien aceptado para inducir
hiperprolactinemia, que se basa en que el transplante de las hipofisis que las separa del

control inhibitorio hipotalamico esencialmente mediado por la dopamina. La dopamina
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producida por nucleos en la base del hipotalamo es transferida a la hipéfisis via el sistema
porta hipotalamo-hipofisiario y, a través de activar receptores de tipo 2, inhibe la sintesis
y secrecion de la PRL por los lactotropos (Mansi et al., 1995). El efecto del transplante es
selectivo sobre PRL ya que ésta es la unica hormona hipofisiaria predominantemente
sujeta a un control inhibitorio por parte del hipotalamo, sin embargo, en este modelo
también se han reportado niveles incrementados de glucocorticoides séricos (Adler,
1986).

Una alternativa para inducir hiperprolactinemia es el uso de antagonistas de los
receptores tipo 2 de la dopamina (D2), estrategia empleada en multiples abordajes
experimentales (Baptista et al.,, 2002). Una gran variedad de estos antagonistas son
autorizados en la clinica para tratar diversos padecimientos por lo que su uso tendria el
propoésito doble, por una parte verificar el papel de la hiperprolactinemia como fuente de
vasoinhibinas oculares capaces de inhibir alteraciones vasculares retinianas debidas a la
diabetes (hipotesis del estudio) y, por otra, desarrollar un nuevo tratamiento con un
farmaco ya disponible en la clinica

En este proyecto se utilizé a la sulpirida, un antagonista de los receptores D2
de la dopamina empleado en la clinica por sus propiedades procinéticas. La sulpirida
tiene una afinidad baja (>10 nM) por los receptores D2 de dopamina lo que permite que
a dosis bajas (75 mg diarios) tenga efecto gastrointestinal pero no efectos centrales anti-
psicéticos, neurolépticos y extrapiramidales que pudieran ser adversos que se sabe,
requieren de dosis diarias mayores (200-300 mg) (Tonini et al., 2004).

Encontramos que la sulpirida induce hiperprolactinemia en forma similar a la
reportada previamente en la rata (Baptista et al., 2002). La elevacién de PRL sistémica
se asocio con la presencia de vasoinhibinas de 14 y 16 kDa en los vitreos, que sélo fueron
detectadas en los animales tratados con sulpirida pero no en los no tratados con dicho
farmaco. Esta es la primera vez que se detecta a las vasoinhibinas en el vitreo, donde su
presencia podria implicar la participacién de estos péptidos en el mantenimiento de las
propiedades avasculares de esta estructura. Estos hallazgos son consistentes con lo
reportado por Arnold y colaboradores en 2010, donde la hiperprolactinemia en respuesta
a los implantes hipofisiarios bajo la capsula renal, se asocié con una mayor concentracion

de vasoinhibinas en la retina. Queda por determinar si el tratamiento con sulpirida bajo
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nuestras condiciones experimentales también eleva a las vasoinhibinas de la retina, las
cuales probablemente serian la fuente de las vasoinhibinas vitreas.

Posteriormente evaluamos el efecto de la sulpirida sobre los niveles de PRL
sistémica en la condicion diabética. Confirmamos que la PRL sérica disminuye por efecto
de la diabetes inducida por STZ en la rata (Lemini et al., 2015). Esta disminucion se ha
asociado funcionalmente con el predominio de las acciones del factor de crecimiento
transformante 3 por sobre las del factor de necrosis tumoral a sobre la PRL hipofisiaria.
El primer factor inhibe y el segundo estimula la sintesis y secrecion hipofisiaria de la PRL,
y los niveles de ambos, se alteran consecuentemente tanto en la hipofisis como en la
circulacién de los animales diabéticos (Lemini et al., 2015). Ademas, la disminucion de
la PRL sérica se ha asociado con la resistencia a la insulina y se considera un factor de
riesgo para la DM tipo 2 y otras enfermedades metabdlicas (Balbach et al., 2013; Wang
et al., 2013).

El tratamiento con sulpirida elevo los niveles circulantes de la PRL en los animales
diabéticos. Desafortunadamente, no pudimos demostrar diferencias significativas en
estas determinaciones probablemente debido a dos razones: (1) el bajo numero de
animales tratados con sulpirida que se tuvo en este ensayo y (2), que el sacrificio de los
animales se realiz6 cerca del tiempo de menor efecto del farmaco. Se conoce que en el
humano la sulpirida administrada oralmente tiene una latencia de 1-2 h para elevar los
niveles de PRL y que la PRL se mantiene elevada por 4-6 h (Mcmurdo et al., 1987). A
diferencia del experimento en ratas no diabéticas (Fig. 5) donde los animales fueron
sacrificados 3 h después de la administracion de la sulpirida, en este ultimo experimento
(Fig. 7) se sacrifico a los animales a las 5 horas posteriores a la administracion de
sulpirida. De manera que los niveles circulantes de la PRL estarian mas cercanos a
declinar y, por ende, serian menores. Sin embargo, muy probablemente la
farmacodinamica de la sulpirida difiere entre la rata y el humano y, por supuesto, de
acuerdo a la via de administracién oral vs. la intraperitoneal empleada en nuestro estudio.
Este analisis debe ser ampliado con nuevos experimentos.

Nuestro trabajo muestra por primera vez el valor terapéutico potencial de la
sulpirida contra la vasopermeabilidad excesiva debida a la diabetes. El tratamiento con

sulpirida de 2 semanas iniciado en ratas con 2 y con 4 semanas post-STZ redujo y
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bloqued, respectivamente, el aumento en la extravasacion de proteinas plasmaticas en
la retina evaluada por el método de Azul de Evans. Este método es el convencional para
evaluar la interrupcion de la barrera hematorretiniana que puede ocurrir tanto a nivel del
endotelio vascular como del EPR. Interesantemente, las vasoinhibinas reducen la
permeabilidad de la barrera a ambos niveles. Como ya mencionamos, las vasoinhibinas
inhiben la permeabilidad de células endoteliales (Garcia et al., 2008), pero también se
sabe que interfieren con la del EPR. Un estudio reciente mostré que la bradicinina, un
factor vasoactivo que contribuye a la RD (Arredondo Zamarripa et al., 2014), reduce la
resistencia transepitelial de células del EPR en cultivo (que indica un aumento en su
permeabilidad). Las vasoinhibinas bloquean la menor resistencia transepitelial del EPR
inducida por bradicinina mediante acciones inhibitorias de mecanismos dependientes de
oxido nitrico y estrés oxidativo (Arredondo Zamarripa et al., 2014).

Los hallazgos del presente estudio son consistentes con nuestra hipétesis que
propone de que la hiperprolactinemia inducida mediante sulpirida se traduce en mayores
niveles intraoculares de vasoinhibinas capaces de contrarrestar alteraciones en la barrera
hematorretiniana determinantes de la RD. Sin embargo, también es posible que la
sulpirida proteja contra la RD a través de mecanismos independientes de la PRL. A este
respecto, se sabe que la dopamina puede actuar sobre receptores D2 presentes en el
endotelio vascular (Bhattacharya et al., 2008) inhibiendo su proliferacién (Basu et al.,
2001). Sin embargo, la accion benéfica de la sulpirida implica una inhibicién y no una
promocion de acciones de dopamina. Estudios en proceso estan comparando el efecto
de la sulpirida con la administracién crénica de la PRL pura (mediante bombas
implantadas de infusion cronica). Estos estudios permitiran reforzar a la PRL y su
conversion intraocular a vasoinhibinas como mecanismo del efecto protector de la

sulpirida.
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9. CONCLUSION

Los resultados del presente estudio nos permiten concluir que la sulpirida posee
potencial terapéutico contra la RD en virtud de elevar los niveles sistémicos de PRL vy,
por ende, la concentraciéon intraocular de vasoinhibinas con acciones inhibitorias de la

vasopermeabilidad y angiogénesis retinianas determinantes del padecimiento.
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