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3. RESUMEN

El eje prolactina (PRL)/vasoinhibina estd emergiendo como un importante regulador de la
vasculatura ocular. La PRL estimula el crecimiento de los vasos sanguineos (angiogenesis) pero
también posee efectos antiangiogénicos e inhibidores de la vasopermeabilidad al sufrir un corte
proteolitico hacia vasoinhibina, el fragmento N-terminal de la PRL. Altos niveles de PRL
circulante (hiperprolactinemia) elevan la concentracion intraocular de la vasoinhibina, lo que
conduce a la inhibicion de la vasopermeabilidad retiniana en ratas diabéticas adultas. Sin embargo,
la hiperprolactinemia también promueve el crecimiento de la vasculatura retiniana durante el
desarrollo postnatal temprano del raton, sugiriendo una disminucion en la conversion retiniana de
PRL a vasoinhibina durante esta etapa del desarrollo. En este trabajo se investigd y comparo la
capacidad de la retina de ratones neonatos, en el dia postanatal (P) 8, y de adultos de 3 meses de
edad de generar vasoinhibina mediante el andlisis de las proteasas de PRL presentes en
homogenados de retina. Doscientos ng de PRL recombinante de raton se incubaron durante 24
horas a pH 5 y 37 °C con diferentes concentraciones de proteina de extractos de retina, y los
productos de la protedlisis de la PRL se evaluaron mediante Western blot. La incubacion de la
PRL resulté en su conversion parcial a vasoinhibina y la generacién de vasoinhibina fue
significativamente menor cuando se utilizd el extracto proveniente de retina de neonato,
comparado con el obtenido de ratones adultos. El corte de PRL hacia vasoinhibina se inhibid
mediante la inactivacion por calor del extracto y mediante la adicion del inhibidor de la catepsina
D, pepstatina A, a la mezcla de incubacion. Estos resultados indican que la proteasa &cida,
catepsina D, es responsable del procesamiento de PRL hacia vasoinhibina en la retina de ratones
neonatos y ratones adultos. Ademas, se encontr6 que el corte de PRL a vasoinhibina mediado por
catepsina D se reduce significativamente cuando se utilizan extractos de retina de ratones neonatos
expuestos a hiperoxia (75% de oxigeno), una condicién que promueve la neovascularizacion
inducida por isquemia de la retina neonatal. Asimismo, encontramos que la PRL est4 ausente en
la circulacion del raton en P8 cuando la retina expresa el ARN mensajero tanto de la PRL como
de su receptor. Estos hallazgos sugieren que la PRL promueve localmente la vascularizacion de la
retina postnatal, cuando se favorece su efecto pro-angiogénico gracias a su menor conversion a
vasoinhibina via catepsina D. La determinacion de los niveles de PRL y vasoinhibina en la retina

y el uso de animales nulos para el receptor de PRL permitira evaluar esta posibilidad.



3.1 ABSTRACT

The prolactin (PRL)/vasoinhibin axis is emerging as an important regulator of the ocular
vasculature. PRL stimulates the growth of blood vessels (angiogenesis) but acquires
antiangiogenic properties upon its proteolytic cleavage to the PRL fragment, vasoinhibin. High
levels of circulating PRL raise the intraocular concentration of vasoinhibin, which leads to the
inhibition of retinal vasopermeability in adult diabetic rats. However, hyperprolactinemia also
promotes the growth of the retinal vasculature during the early postnatal development of the
mouse, suggesting a decrease in the retinal conversion of PRL to vasoinhibin during this stage of
development. In this work, we investigated and compared the ability of the neonatal mice retina,
at postnatal day (P) 8, and 3 months old adult mice to generate vasoinhibin by analyzing the PRL
proteases present in retinal homogenates. Two hundred ng of recombinant PRL were incubated
with different protein concentrations of retinal extracts for 24 hours at pH 5 and 37 ° C and PRL
proteolytic products were evaluated by Western blot. The incubation of PRL resulted in its partial
conversion to vasoinhibin, which was reduced when extracts were harvested from neonate than
adult mouse retinas. The conversion of PRL to vasoinhibin was inhibited by the heat-inactivation
of the extract or by the addition of cathepsin D inhibitor, pepstatin A. These results indicate that
the acid protease, cathepsin D, cleaves PRL to generate vasoinhibin in the retina from newborn
and adult mice. In addition, cathepsin D cleavage of PRL was further reduced in retinal extracts of
neonatal mice exposed to hyperoxia (75% oxygen), a condition that promotes ischemia-induced
retinal neovascularization. Furthermore, we found that PRL is undetectable in the circulation of
mice at P8 when the retina expresses the mMRNA of PRL and the PRL receptor. These findings
suggest that PRL acts locally to promote the vascularization of the newborn mouse retina when its
proangiogenic effect is reinforced by its reduced cathepsin-D mediated conversion to vasoinhibin.
The levels of PRL and vasoinhibin in the newborn mouse retina and the use of knockout mice for
the PRL receptor will help validate this possibility.



4. INTRODUCCION

La hormona prolactina (PRL) es capaz tanto de estimular como de inhibir la funcién vascular.
Estos efectos contrarios residen en la estructura molecular de la hormona, mientras que la PRL
completa promueve la angiogénesis, el fragmento N-terminal resultante de su procesamiento por
enzimas proteoliticas, la vasoinhibina, ejerce acciones antiangiogénicas e inhibidoras de la
permeabilidad y constriccion vascular (Clapp et al., 2006). Se conocen tres tipos de proteasas
enddgenas que generan a la vasoinhibina: la catepsina D, las metaloproteasas de matriz (MMPs) y
la proteina morfogenética dsea 1 (BMP-1) (Piwnica et al., 2004; Macotela et al., 2006; Ge et al.,
2007).

Estudios recientes indican que la retina, un tejido donde la angiogénesis se encuentra
altamente restringida, es tanto fuente como blanco de la vasoinhibina (Clapp et al., 2015; Triebel
et al., 2015). Zepeda-Romero y colaboradores (2017) reportan un desequilibrio temporal del eje
PRL/vasoinhibina en pacientes que desarrollan retinopatia del prematuro (ROP), un trastorno
vasoproliferativo de la retina que es la principal causa de ceguera en la nifiez (Friddle, 2013). Los
autores proponen que la elevacion en los niveles sistémicos de la PRL modifica la produccion
retiniana de vasoinhibina e influye sobre la progresién de la ROP a través de favorecer la
neovascularizacion de la retina. En apoyo a estas observaciones, recientemente se demostro que el
tratamiento sistémico con PRL promueve la supervivencia y angiogénesis de la retina en ratones
neonatos bajo condiciones de hiperoxia (Vazquez-Membrillo et al., 2020).

Con base en estas observaciones, se planted la posibilidad de que la actividad de las
proteasas que convierten PRL a vasoinhibina se modifique en estadios tempranos del desarrollo
neonatal y bajo hiperoxia ambiental, una condicién que mimetiza la suplementacién de oxigeno
administrado a neonatos prematuros con fines terapéuticos y que puede conducir a la
neovascularizacion excesiva de la retina que caracteriza a la ROP (Hellstrom et al., 2013). El
presente trabajo evalla esta posibilidad a través de investigar la actividad de las proteasas capaces
de procesar a la PRL a vasoinhibina en la retina de ratones neonatos en el dia postanatal (P) 8,
mantenidos bajo normoxia o hiperoxia, y compararla con la de las proteasas de la retina de ratones
adultos. El origen de la PRL susceptible a ser modificada por las proteasas retinianas se analizo a
través de determinar los niveles circulantes de la PRL y la produccion de esta hormona y de su
receptor en la retina. A continuacién, se describen brevemente los antecedentes y el marco

conceptual de este estudio.



5. ANTECEDENTES

5.1 El eje PRL/vasoinhibina

La PRL es una hormona pituitaria perteneciente estructuralmente a la familia de citocinas
helicoidales de clase 1 de cadena larga que se pliegan en cuatro hélices o. La versatilidad de sus
funciones se ve reflejada en sus efectos sobre la reproduccion, osmoregulacion, metabolismo,
respuesta inmune, neuroregulacion, comportamiento y angiogénesis (Bole-Feysot et al., 1998;
Ben-Jonathan et al., 2006; Clapp et al., 2009). Los efectos de la PRL sobre los vasos sanguineos
han sido extensamente estudiados. Se sabe que la PRL promueve el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos, tanto a través de acciones directas sobre la proliferacion de células endoteliales, como
indirectas, induciendo la expresion de factores proangiogénicos, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Clapp et al., 2006, Clapp et al., 2008, Clapp et al., 2015). Sin
embargo, la PRL también es capaz de inhibir la proliferacion, dilatacion, permeabilidad y regresion
de los vasos sanguineos. Estos efectos antagdnicos los ejerce a través de su conversion proteolitica
a su metabolito, la vasoinhibina, una familia de fragmentos de la PRL que contienen el extremo
N-terminal de la hormona y que poseen efectos antiangiogenicos e inhibidores de la supervivencia,

permeabilidad y dilatacion de los vasos sanguineos (Figura 1) (Triebel et al., 2015).

5.2 Generacion, distribucion y tejidos blanco de la vasoinhibina

La catepsina D, las MMPs y BMP-1 generan isoformas de la vasoinhibina de distintos tamafios
que van desde los 11 hasta los 18 kDa y que resultan del corte de la PRL a diferentes niveles del
asa que conecta las hélices-a tres y cuatro de la molécula. La catepsina D corta a la PRL de la rata
y del ratén en una vasoinhibina de 16 kDa (Baldocchi et al., 1993; Ishida et al., 2014); a la PRL
ovina en vasoinhibinas de 14 y 16 kDa (Erdmann et al., 2007); a la PRL de bufalo en vasoinhibinas
de 11, 14 y 18 kDa (Lee et al., 2011) y a la PRL humana en vasoinhibinas de 11, 15, 16.5y 17
kDa (Piwnica et al., 2004). Por su parte, las MMPs cortan a la PRL humana y de rata generando
vasoinhibinas de 16 y 17 kDa (Macotela et al., 2006), mientras que la BMP-1 genera un unico

fragmento de 17 kDa a partir tanto de la PRL humana, como de la PRL de raton (Ge et al., 2007).
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Figura. 1. La prolactina (PRL) y la vasoinhibina poseen efectos antagonicos sobre la angiogénesis. Las
acciones proangiogénicas de la PRL pueden ser tanto directas promoviendo la proliferacién de las células
endoteliales, como indirectas, induciendo la expresién de factores proangiogénicos, como el VEGF. Sin embargo,
la vasoinhibina generada mediante el procesamiento proteolitico de la hormona, inhibe la angiogénesis. MMPs,
metaloproteasas de matriz; BPM-1, proteasa morfogenética de hueso 1; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular.

La capacidad de las proteasas para generar a la vasoinhibina se ha demostrado en diversos
6rganos, que incluyen a la glandula mamaria, el corazén y el higado (Clapp, 1987; Baldocchi et
al., 1995; Hilfiker-Kleiner et al., 2007). Por otro lado, la vasoinhibina enddgena ha sido reportada
en la glandula pituitaria de la rata, el raton y el humano (Sinha et al., 1984; Sinha et al., 1985;
Cruz-Soto et al., 2009); en el endotelio vascular humano (Corbacho et al., 2000); en la placenta
humana y de rata (Perimenis et al., 2014) y en el hipotdlamo, la neurohipdfisis, el cartilago y la
retina de roedores (Clapp et al., 1994; Aranda et al., 2005; Macotela et al., 2006; Arnold et al.,
2010; Zamorano et al., 2014). También se ha reportado la presencia de vasoinhibina en fluidos
corporales como el suero y plasma humano y de rata (Gonzalez et al., 2007; Triebel et al., 2009;
Zepeda-Romero et al., 2017) y el liquido amnidtico, la orina y el fluido subretinal de humanos
(Duenas et al., 2004; Gonzalez et al., 2007; Leanos-Mirando et al., 2008).



5.3 El eje PRL/vasoinhibinay la retina

En organismos adultos, la formacion de nuevos vasos sanguineos es un proceso quiescente en la
mayoria de los tejidos, siendo altamente restringido en la retina. El desajuste de este ambiente
antiangiogénico da origen a diversas patologias de la retina, como la retinopatia diabética (DR) o
la ROP. En este fino equilibrio vascular participan factores antiangiogénicos propios del

organismo (Clapp et al., 2008).
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Figura. 2. La hiperprolactinemia revierte la vasopermeabilidad retiniana inducida por la diabetes en ratas.
La elevacién por implantes adenohipofisiarios (AP) de los niveles sistémicos de la prolactina (PRL) (a) conduce
a la acumulacion de vasoinhibina (Vi) en la retina (b) y a la reduccion de la excesiva vasopermeabilidad retiniana
inducida por la diabetes (c) en la rata. La inhibicién farmacol6gica de la secrecion pituitaria de la PRL con
bromocriptina (Bromo), decrementa los niveles sistémicos de la hormona, disminuye la acumulacion de
vasoinhibina en la retina y evita la reduccion en la vasopermeabilidad debida a la hiperprolactinemia.
Tomado de Arnold et al., 2010.

Reportes recientes sugieren que la retina puede actuar como 6rgano productor y blanco de
la vasoinhibina. Arnold et al., (2010) reportaron que la induccion de hiperprolactinemia en
roedores conduce a la acumulacion de vasoinhibina en la retina, mientras que el bloqueo
farmacoldgico de la hiperprolactinemia reduce estos niveles (Figura 2). Asimismo, la
administracion intraocular de vasoinhibina previene y revierte la excesiva vasopermeabilidad
retiniana inducida por la diabetes (Garcia et al., 2008; Ramirez et al., 2011) y la
inmunoneutralizacién de la vasoinhibina ocular estimula la angiogénesis en la retina de (Aranda
et al., 2005) de la rata (Figura 3).



Figura. 3. La vasoinhibina es un
regulador endégeno de Ia
angiogénesis. La administracion
intravitrea de anticuerpos que
reconocen a la vasoinhibina (C-1,
INN-1) estimula la angiogénesis en
la retina de ratas adultas (B y D).
Este efecto no se observa en
presencia de un anticuerpo (lgG,
INN-368) no dirigido contra la
vasoinhibina (A y C) (control
negativo). La respuesta vascular se
cuantifico mediante el nimero de
vasos sanguineos (E) y el area
vascular (F). Tomado de Aranda et
al., 2005.
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5.4 Participacion de la PRL y la vasoinhibina en la retinopatia del prematuro

La retinopatia del prematuro o ROP es un trastorno vasoproliferativo de la retina que es la principal
causa de ceguera en la nifiez (Friddle, 2013). La buasqueda de nuevos péptidos antiangiogénicos
enddgenos que inhiban la neovascularizacion asociada a retinopatias vasoproliferativas, llevaron
al estudio del eje PRL/vasoinhibina en las alteraciones vasculares de la ROP. Pan et al., (2004)
mostraron que la terapia génica ocular con vasoinhibina reduce la excesiva neovascularizacion
retiniana inducida por la exposicion de ratas recién nacidas a condiciones de hiperoxia/normoxia,
un modelo experimental de la ROP. Ademaés, cambios temporales en los niveles sistémicos de PRL
y vasoinhibina han sido reportados en pacientes con ROP y fueron asociados a las fases avasculares

y vasculares de la enfermedad (Zepeda-Romero et al., 2017) (Figura 4).
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Figura. 4. Los niveles circulantes de prolactina se encuentran mas elevados en pacientes que desarrollan
retinopatia del prematuro. Nifios prematuros con retinopatia del prematuro (ROP) presentan niveles sistémicos
mas elevados de prolactina (PRL) durante las primeras siete semanas de vida postnatal, respecto a los niveles de
nifios prematuros sin la enfermedad. Este periodo de tiempo corresponde a un periodo previo y posterior a la
manifestacién del padecimiento que ocurre generalmente a la quinta semana de vida postnatal. Los valores son
medias £ SEM. El nimero de pacientes (n) se indica dentro del paréntesis.

Tomado de Zepeda-Romero et al., 2017.
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Figura. 5. Patogénesis de la retinopatia del prematuro. La retinopatia del prematuro o0 ROP es un trastorno
vasoproliferativo de la retina que ocurre en nifios prematuros. Los nifios prematuros al nacer deben ser puestos en
una incubadora debido a su inmadurez pulmonar, exponiéndolos a altos niveles de oxigeno. La patologia comienza
con el deterioro del crecimiento de los vasos sanguineos y la destruccion de los vasos ya formados en la retina a
consecuencia de la hiperoxia. Esta destruccion de los vasos conduce a una condicidn de hipoxia local, que a través
de la produccién de factores proangiogénicos, estimula la angiogénesis anormal y el eventual desprendimiento de
retina.
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En este estudio se encontro que a diferencia de conocidos factores de riesgo de ROP (corta
edad gestacional, bajo peso al nacer, sepsis, indice Apgar y tiempo de exposicién a hiperoxia), los
niveles elevados de la PRL durante la primera semana de vida fueron la tnica variable asociada
significativamente con la presencia de ROP, y que el riesgo de presentar ROP mostrd una relacion
directa con el incremento en cuartiles de la PRL circulante. Estos hallazgos llevaron a proponer
que la PRL es un factor de riesgo para el desarrollo de ROP, probablemente debido a sus
propiedades proangiogénicas. Sin embargo, dado que la PRL puede inhibir y estimular los vasos
sanguineos, es posible proponer que estos niveles mas elevados de PRL en pacientes con ROP,
aunados a una alteracion en la generacion de la vasoinhibina, puedan promover el inicio y la
progresion de la ROP.

La patofisiologia de la ROP se ha explicado a través de la existencia de dos fases
secuenciales de vascularizacion de la retina (Hellstrom, 2013) (Figura 5). La fase 1 donde la
exposicion a altos niveles de oxigeno ambiental (oxigeno suplementario suministrado en la
incubadora para asegurar el buen funcionamiento pulmonar de los neonatos prematuros) frena la
angiogénesis e induce la pérdida de vasos sanguineos retinianos. Subsecuentemente, estas
alteraciones vasculares conllevan a una hipoxia local que promueve la generacion de una
angiogenesis excesiva, donde los neovasos pueden llegar a invadir el vitreo y ocasionar ceguera
por desprendimiento de la retina.

Para investigar si los niveles elevados de PRL circulante, como los que se encuentran en
pacientes con ROP, modifican las vasculatura de la retina y por lo tanto, que la promocién de la
angiogenesis retiniana es un posible mecanismo por el cual la hiperprolactinemia influye en la
ROP, Vazquez-Membrillo y colaboradores (2020) evaluaron el efecto de la administracién
sistémica de PRL en la retina de ratones neonatos expuestos 0 no a altas concentraciones de
oxigeno. La retina del raton neonato simula la retina de un humano neonato prematuro en el hecho
de que su vascularizacion es incompleta al nacer (Figura 6). En el dia del nacimiento, la retina del
raton es esencialmente avascular y los vasos se originan a la altura del nervio optico y proliferan
migrando radialmente hacia la periferia completando la vascularizacion de la retina en P8 (Smith
et al., 1994). Asi como sucede en un humano neonato prematuro con ROP, la exposicion a
hiperoxia del raton neonato, durante la primera semana neonatal, frena el crecimiento vascular de
la retina a través de inhibir la produccion de factores proangiogénicos (Connor et al., 2009; Friddle,

2013). De manera que la exposicion de ratones neonatos a altas concentraciones de oxigeno, de
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P2 a P5 o de P6 a P8, produce un frenado vascular que facilita la investigacion de la accion tanto

de factores estimulatorios como inhibitorios de la angiogénesis retiniana. Bajo estas condiciones,

la administracion sistémica de PRL promovid la supervivencia y la angiogénesis vascular retiniana

(Vazquez-Membrillo et al., 2020) (Figura 7).

Figura. 6. Desarrollo vascular de
la retina del ratén. En el dia del
nacimiento, dia postnatal (P) 0, la
retina del ratbn es esencialmente
avascular.  Su  proceso  de
vascularizacién se encuentra muy
bien caracterizado, y es hasta el P8
cuando la retina del ratén completa
su vascularizacion. La escala de la
barra equivale a 500 um. Tomado
de Vazquez-Membrillo et al., 2020.

El hecho de que la hiperprolactinemia tenga efectos proangiogénicos y no antiangiogénicos

en la etapa postnatal temprana sugiere que la conversion de PRL a vasoinhibina no ocurre o esta

disminuida durante esta fase del desarrollo; de hecho, el efecto proangiogénico de la PRL en la

retina neonatal contrasta con el efecto observado en animales adultos, donde la elevacion en los

niveles circulantes de la hormona inhibe el aumento en la vasopermeabilidad vascular retiniana

debido al VEGF o0 a una condicién de diabetes (Arnold et al., 2010). Estos resultados opuestos

pueden ser explicados parcialmente por una actividad diferencial de las enzimas convertidoras de

PRL a vasoinhibina, que serian baja y alta en la retina de animales neonatos y adultos,

respectivamente.
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Figura. 7. La prolactina contrarresta el efecto inhibitorio vascular retiniano inducido por la hiperoxia.
Ratones recién nacidos y sus madres lactantes fueron expuestos, a 75% de oxigeno ambiental (hiperoxia, H), o no
(normoxia, N), de los dias postnatales 6 al 8 y se les administré prolactina (PRL) ovina o vehiculo dos veces al dia
desde el dia postnatal 5 hasta el 8. La administracion sistémica de la hormona promovio la supervivencia y la
angiogénesis retiniana (a). La escala de la barra equivale a 500 um. Se indican las areas avasculares periféricas
(flecha) y centrales (punta de flecha). EI porcentaje de area vascular increment6é también significativamente (b),
asi como la expresién de los marcadores CD31 (¢) VEGF (d) y VEGFR2 (e).

Tomado de Vazquez-Membrillo et al., 2020.

Tomando como fundamento todo lo anterior, en el presente proyecto se estudio la posible
variacion en la generacion de vasoinhibina en la retina de ratones neonatos y se compar6 con la de
animales adultos, a través de evaluar la actividad de proteasas de PRL que generan vasoinhibina

en extractos de retina.
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6. JUSTIFICACION

El papel del eje PRL/vasoinhibina en la patogénesis de la ROP podria estar determinado por la
regulacién de la actividad de las proteasas que cortan PRL a vasoinhibina en la retina. El estudio
experimental de la actividad de las proteasas de PRL en la retina y la determinacion de su
naturaleza facilitard la comprension de los hallazgos clinicos que reportan una desregulacién del
eje PRL/vasoinhibina en la ROP y que llevaron a proponer a la PRL como un factor de riesgo para
el desarrollo de la enfermedad (Zepeda-Romero et al., 2017). Ademas, esclarecera el porqué del
efecto proangiogénico de la PRL sobre la vasculatura de la retina en animales neonatos, que
revelan los estudios de Vazquez-Membirillo et al. (2020) y que contrasta con los efectos reportados
de la PRL en la retina adulta. Asimismo, este andlisis proporciona nuevas evidencias sobre la

posible participacion del eje PRL/vasoinhibina en el control que rige la vascularizacion de la retina.
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7. HIPOTESIS

1. La conversion proteolitica de PRL a vasoinhibina se reduce en la retina del raton recién
nacido, expuesto a condiciones de normoxia e hiperoxia, en comparacion con la retina del
raton adulto.

2. LaPRL esun regulador local de la vascularizacion de la retina del raton recién nacido.

8. OBJETIVO

Analizar la actividad de proteasas de PRL que generan vasoinhibina y la expresion de la PRL y

de su receptor en la retina de ratones neonatos, expuestos o no a hiperoxia, y de ratones adultos.

8.1 Objetivos particulares

1. Comparar la actividad de la(s) proteasa(s) que generan vasoinhibina a partir de PRL,
presentes en la retina de ratones neonatos y adultos, e identificar su naturaleza.

2. Analizar si la actividad proteolitica se altera bajo condiciones de hiperoxia en comparacion
con las condiciones de normoxia.

3. Evaluar los niveles del ARN mensajero de la PRL y de su receptor en la retina de ratones

neonatos y adultos.
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9. MATERIAL Y METODOS
9.1 Animales y modelo experimental

Se emplearon ratones (cepa CD1) adultos machos (3 meses) y neonatos de ambos sexos (P4, P6,
P8y P14). Se estimo que el nimero de machos y hembras por grupo de neonatos era similar porque
la proporcion de machos y hembras de la descendencia CD1 en nuestro bioterio es 51:49 y la
distribucion de animales por grupo fue aleatoria. Los ratones neonatos fueron mantenidos bajo
condiciones de oxigeno ambiental (21% oxigeno) o expuestos a hiperoxia (75% oxigeno), en una
camara con control de oxigeno ambiental (ProOx P110, BioSpherix, NY, USA) de P6 aP8 y en el
octavo dia fueron sacrificados. EI Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México aprobd todos los protocolos experimentales utilizados

en este proyecto (protocolo 033).

9.2 Enucleacidn, diseccion y homogenado de retinas

Los animales fueron sacrificados por exposicion a una atmosfera saturada de CO; y por
decapitacion. Ambos globos oculares fueron inmersos en PBS por 15 minutos, las retinas se
extrajeron y homogenizaron en grupos de 5 a 6 retinas en el caso de los neonatos, y de 3 retinas
para los adultos, en 60 pL de buffer de lisis (50 mM NaF, 100 mM NasP207, 250 mM sacarosa,
0.1 M Tris-HCI, 0.2 M EGTA, 0.2 M EDTA, 1% Igepal, 0.1 M NazVOs4, pH 7.4) adicionado con
el coctel de inhibidores de proteasas, cOmplete (Cat. No. 04693116001, Roche).

9.3 Corte de PRL y Western Blot

La actividad de las proteasas de PRL se analiz6 con diferentes concentraciones de extractos
proteicos de retina. Los extractos se incubaron con 200 ng de PRL recombinante de raton, por 24
horas a 37°C, en un buffer de incubacién pH 5 (buffer de citratos-fosfatos 0.1M, NaCl 0.15 M) o
pH 7.4 (Tris-HCI 0.05 M, NaCl 0.15 M, CaCl, 0.01M). En ensayos independientes, el extracto fue
inactivado con calor (95°C por 30 min) o preincubado con pepstatina A (1.4 uM) (30 min) antes
de la incubacion con PRL.

Los productos de la protedlisis de PRL fueron analizados mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida al 15%, bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras, y evaluados mediante
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Western blot utilizando el anticuerpo casero primario C1 anti-PRL de rata a una dilucion 1:500
(Cruz-Soto et al., 2009) y un segundo anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina diluido 1:10,000
(172-1063, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). El andlisis densitométrico de las bandas fue
realizado mediante el programa ImageJ (NIH).

9.4 PRL de suero

Los niveles circulantes de PRL de ratdn se evaluaron en el suero de ratones P8 normoxicos o
expuestos a condiciones de hiperoxia usando un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) ultrasensible con un limite de deteccion de 0.2 ng/ml (Yoshida et al., 1991).

9.5 Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

El ARN total se extrajo a partir de grupos de dos retinas utilizando el kit comercial RNeasy Mini
(Qiagen, 74106) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sintesis de ADN
complementario (ADNCc) se llevé a cabo utilizando 1 pug de ARN total y la enzima transcriptasa
reversa SuperScript 111 RT (Invitrogen, 18080044) (200 U/pL) incubados por 10 minutos a 25 °C,
2 horas a 37 °C y 5 minutos a 85 °C.

9.6 PCR cuantitativa

Las condiciones para la PCR cuantitativa fueron las siguientes: 10 segundos a 95°C, 30 segundos
a la temperatura de alineamiento especifica para los iniciadores (Tabla 1) y 30 segundos a 72 °C
durante 40 ciclos. Los productos de la PCR cuantitativa fueron detectados y cuantificados
utilizando el kit SYBR Green gPCR MasterMix (Thermo Scientific, K0223) en un volumen final
de 10 pL conteniendo 0.5 uM de cada par de iniciadores (Tabla 1). EI termociclador utilizado fue
un PCR CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Los datos de la PCR se analizaron
mediante el método 2-AACT y los umbrales del ciclo se normalizaron con el gen de expresion

constitutiva Hprt, para calcular los niveles de expresion de ARN mensajero.
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9.7 Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados con el programa estadistico PRISM 8 (GraphPaD Software Inc,
San Diego, CA). Se evalu6 que los grupos cumplieran con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Los ensayos de la actividad de corte de PRL fueron evaluados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias seguido de la prueba post hoc de Tukey. Las
diferencias en la expresion del ARN mensajero de la PRL y de su receptor en los dias postnatales
4,6, 8, 14y en el raton adulto fueron determinadas mediante una prueba t de Student de dos colas.

Las diferencias entre grupos se consideraron con una p menor o igual a 0.05.

Tabla 1. Lista de iniciadores utilizados para la PCR cuantitativa.

Gen Proteina Secuencia 5-3" T (°C) PB
Prolactina (Prl) PRL F: GTTTGACCGTGTGGTCATAC 59.8 143
R: GGCTTGTTCCTTGTCTTC
Receptor de PRLR F: GGAAACATTCACCTGCTGGT 54.8 142
prolactina (Prlr) R:
TATGGAAGTGTACTGCTTGCT
La hipoxantina- HPRT F: GGAAACATTCACCTGCTGGT 60.2 148
guanina R:
fosforibosiltransferasa TATGGAAGTGTACTGCTTGCT
(Hprt)

T: temperatura de alineamiento; PB: pares de bases del producto; F: secuencia sentido; R: secuencia
antisentido.
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10. RESULTADOS

10.1 Proteasas acidas de extractos de retina de ratones adultos procesan a la PRL

hacia vasoinhibina

La incubacion de la PRL con el extracto de retina de raton adulto, en condiciones acidas, proceso

parcialmente a la hormona hacia una vasoinhibina de 16 kDa. La vasoinhibina se gener6 a partir

de una concentracion de proteina de 0.5 pg y disminuyé al utilizar una concentracion mayor (20

Mg) (Figura 8a). En contraste, la incubacién de la PRL con extractos de retina de raton adulto bajo

condiciones neutras no genero a la vasoinhibina (Figura 8b). Estos resultados muestran que bajo

las condiciones de nuestro ensayo solamente detectamos la actividad de proteasas &cidas que

procesan a la PRL a vasoinhibina en la retina.
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Figura 8. Sdlo proteasas acidas participan en la generacion de vasoinhibina en extractos de retina de ratones adultos.
Western blot representativo de la generacion de vasoinhibina (Vi) después de incubar 200 ng de prolactina (PRL) de raton a
pH 5 (a) o pH 7.4 (b) con concentraciones crecientes de proteina de extracto de retina de ratones adultos, indicadas en la parte
superior de cada carril. Los nimeros a la derecha sefialan el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular (MPM) en

kDa.

10.2 Las proteasas acidas generan menos vasoinhibina en las retinas de ratones neonatos que

en las de ratones adultos

Se compard la actividad de proteasas acidas capaces de convertir a la PRL a vasoinhibina presentes

en extractos de retina de ratones P8 y de ratones adultos (Figura 9). Ambos extractos resultaron en

la conversion parcial de PRL a una vasoinhibina de 16 kDa, sin embargo, el extracto en P8 mostro

una menor proporcion de vasoinhibina con respecto al extracto del adulto (Figura 9a). La
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vasoinhibina disminuy6 en funcién de la concentracion del extracto de retina proveniente de
ratones P8 pero se mantuvo constante con el extracto proveniente de animales adultos. Estas
diferencias fueron significativas cuando se analiz6 la densitometria de la banda inmunorreactiva
de vasoinhibina de tres experimentos independientes (Figura 9b). Nuestros resultados sugieren que
proteasas acidas generan niveles menores de vasoinhibina en la retina de un raton neonato que en
la de un adulto. Es posible que una menor generacion de vasoinhibina en la retina beneficie la

activa vasoproliferacion que opera en este tejido durante su desarrollo vascular temprano.
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Figura 9. Niveles menores de vasoinhibina son generados por extractos de retina de ratones neonatos en comparacién con el
adulto. (a) Western blot representativo de la vasoinhibina (Vi) generada mediante la incubacion de prolactina (PRL) a pH 5 con
concentraciones crecientes de proteina de extracto de retina de ratones en el dia postnatal 8 (P8) o de ratones adultos, indicadas en la
parte superior de cada carril. Los nimeros a la izquierda sefialan el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular (MPM) en
kDa. (b) Analisis densitométrico de la vasoinhibina expresado como un porcentaje del valor densitométrico de la banda de PRL
incubada en ausencia del extracto de retina (ER) (0 pg). Los valores corresponden al promedio + EE de tres experimentos
independientes. *p< 0.05y **p < 0.01

10.3 La catepsina D es la proteasa acida que genera vasoinhibina en los extractos de retina

Con el objetivo de identificar la naturaleza de la proteasa acida responsable del corte de PRL a
vasoinhibina, evaluamos la actividad de la catepsina D, una aspartil endoproteinasa acida que
escinde la PRL a vasoinhibina en los granulos secretores de lactotropos (Cruz-Soto et al., 2009) y
que estd presente en varios compartimentos oculares (Hayasaka, 1983). Se encontrd que la
catepsina D de extractos retinianos de ratones tanto en P8 como adultos, corta a la PRL a
vasoinhibina (Figura 10). La conversion de la PRL a vasoinhibina se inhibié mediante la
inactivacién por calor (95°C por 30 min) del extracto o su preincubacion (30 min) con el inhibidor

de la catepsina D, pepstatina A (McAdoo et al., 1973), previo a la adicién de PRL. Estos resultados
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indican que la proteasa acida, catepsina D, es la responsable de la generacion y/o degradacion de

vasoinhibina en la retina de ratones neonatos y ratones adultos.
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Figura 10. La catepsina D es la proteasa responsable de la generacion de vasonhibina en la retina del ratén.
Western blot representativo de la vasoinhibina (Vi) generada después de la incubacién de prolactina (PRL) a pH
5 con 2.5 g de proteina del extracto de retina de ratones en el dia postnatal 8 (P8) o de ratones adultos, al inactivar
los extractos con calor (A) o después de preincubar con el inhibidor de catepsina D, pepstatina A. Los nimeros a
la izquierda sefialan el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular (MPM) en kDa.

10.4 La vasoinhibina generada por la catepsina D se reduce ain mas en las retinas de ratones

recién nacidos sometidos a condiciones de hiperoxia

Para evaluar si la actividad de la catepsina D para procesar a la PRL hacia vasoinhibina se altera
bajo condiciones de hiperoxia, se obtuvieron las retinas de ratones en P8 expuestos previamente a
altas concentraciones de oxigeno (75% de oxigeno) de P6 a P8. La incubacion de la PRL con el
extracto de retina de ratones P8 expuestos a hiperoxia se asocidé con niveles menores de
vasoinhibina, en comparacion con los ratones en P8 no expuestos a hiperoxia (controles), y la
banda inmunoreactiva correspondiente a la vasoinhibina disminuyo en funcion de la concentracion
del extracto de proteina de retina (Figura 11a). Estas diferencias fueron significativas cuando se
analizo la densitometria de la banda inmunorreactiva de vasoinhibina de cinco experimentos
independientes (Figura 11b). Estos resultados sugieren que las condiciones de hiperoxia

disminuyen la generacion de vasoinhibina en la retina por accién de la catepsina D. Las
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a)

implicaciones funcionales de una posible reduccién en la generacion de vasoinhibina a partir de
PRL bajo la exposicion a altas concentraciones de oxigeno no son claras y deben ser investigadas.
Sin embargo, es posible especular que una menor conversion de PRL a vasoinhibina favoreceria
la accion proangiogénica de la PRL en la retina. En apoyo a esta consideracion, sabemos que el
tratamiento sistémico con PRL estimula la vascularizacion de la retina en ratones neonatos

expuestos a hiperoxia (Vazquez Membrillo et al. 2020).
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Figura 11. La hiperoxia disminuye la generacién de vasoinhibina en la retina por accién de la catepsina D. Western blot
representativo de la vasoinhibina (Vi) generada después de la incubacion de prolactina (PRL) a pH 5 con las concentraciones
crecientes indicadas de proteina de extractos de retina de ratones neonatales de 8 dias postnatales que estuvieron expuestos 0 no a
hiperoxia (75% de oxigeno). Los nimeros a la derecha sefialan el tamafio de las bandas del marcador de peso molecular (MPM)
en kDa. (b) Analisis densitométrico de la vasoinhibina expresado como un porcentaje del valor densitométrico de la banda de PRL
incubada en ausencia del extracto de retina (ER) (0 pg). Los valores corresponden al promedio £ EE de cinco experimentos
independientes. *p< 0.05; **p < 0.01; ns > 0.05

10.5 La PRL no es detectable en la circulacion en P8 cuando la retina expresa el ARN

mensajero de la hormona y de su receptor

Con el objetivo de comprender la relevancia fisiologica del procesamiento proteolitico de la PRL
en la retina del raton neonato, investigamos el posible origen de la PRL susceptible a dicho
procesamiento enzimatico. Los niveles circulantes de la PRL en el raton en P8 estuvieron por
debajo del limite de deteccion del ensayo (0.2 ng/ml) y permanecieron indetectables bajo
condiciones de hiperoxia.

En apoyo a que la retina neonatal produce PRL y que esta puede regular la vascularizacion
de la retina, encontramos que el ARN mensajero de la hormona ya es detectable en P4, su expresion
incrementa hasta alcanzar su punto mas alto en P8, cuando la retina completa su vascularizacion,
y disminuye para P14, cuando los niveles sistémicos de PRL ya son detectables en la rata (Moreno-
Carranza et al., 2018). El nivel bajo de expresion de PRL permanece constante hasta el adulto. El
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ARN mensajero del receptor de PRL siguio el mismo patrén de expresion que el de la hormona,
lo que es consistente con la observacion de que el tratamiento con PRL tiene efecto (estimula la
vascularizacion) sobre la retina en esta fase del desarrollo (Vazquez-Membrillo et al., 2020). Por
lo tanto, nuestro trabajo apoya la posibilidad de que las acciones del eje PRL/vasoinhibina sobre
la vascularizacion de la retina, involucran mecanismos locales de produccion y accion de ambas

hormonas durante el desarrollo postnatal temprano del raton.
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Figura 12. La prolactina (Prl) y su receptor (Prlr) se expresan en la retina del raton durante su
desarrollo vascular. Expresion del ARN mensajero (ARNm) de Prly del Prlr en retinas de raton en los dias
postnatales (P) 4, 6, 8, 14 y en el adulto. Los valores de ARNm fueron determinados por PCR cuantitativa
usando Hprt como gen constitutivo para su normalizacién. *p< 0.05y **p < 0.01
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11. DISCUSION Y CONCLUSION

El eje PRL/vasoinhibina regula los vasos sanguineos oculares de animales adultos (Clapp et al.,
2008) y podria influir sobre el desarrollo de la vasculatura de la retina neonatal. Recientemente, se
encontrd que la administracion sistémica de PRL es capaz de estimular la vascularizacion de la
retina en ratones recién nacidos expuestos a hiperoxia (Vazquez-Membrillo et al., 2020). Este
hallazgo contrasta con estudios en ratas adultas donde la elevacion de los niveles circulantes de
PRL reduce alteraciones vasculares inducidas por el VEGF o por la diabetes, a través de elevar la
acumulacion de vasoinhibina en la retina (Arnold et al., 2010). El hecho de que la
hiperprolactinemia tenga efectos proangiogénicos y no antiangiogénicos en la etapa postnatal
temprana, sugiere que la conversion de PRL a vasoinhibina no ocurre o esta disminuida durante
esta fase del desarrollo. El contexto fisiol6gico de esta propuesta se complica, dado que la PRL
esta ausente en la circulacion de los roedores recién nacidos como lo demuestran resultados en esta
tesis y en otros trabajos (Moreno-Carranza et al., 2018). Sin embargo, se sabe que la PRL se
expresa en la retina de animales adultos (Rivera et al., 2008). En este trabajo presentamos
evidencias de que en la retina de ratones neonatos se reduce la generacién de vasoinhibina por
accion de la enzima catepsina D y aumenta la expresion de la PRL y de su receptor con respecto a
la retina de los animales adultos. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que la PRL producida en
la retina promueve la vasoproliferacion de este 6rgano durante el desarrollo postnatal.

Extractos &cidos de retina, pero no los neutros, convierten a la PRL en una vasoinhibina de
16 kDa y utilizando concentraciones altas de proteina (5 a 20 pg) producen menos vasoinhibina.
Ademas, los extractos acidos provenientes de ratones neonatos convierten a la PRL a vasoinhibina
en una proporcion menor que cuando provienen de animales adultos. El posible efecto degradativo
se observa bajo concentraciones de proteina (0.5 a 10 pg) que son 10 veces menores que las de los
extractos acidos de retinas de ratones adultos. Estos hallazgos implican directamente a la proteasa
catepsina D, una aspartil endoproteinasa cuyo pH de accidn en la generacién de la vasoinhibina en
los extractos de retina es acido (< 5.5), y sugieren que una mayor concentracion de la enzima
favorece la degradacion de la vasoinhibina generada. En apoyo a que la catepsina D es la proteasa
responsable, el procesamiento de PRL a vasoinhibina se bloque6 con calor y con el inhibidor
selectivo de la catepsina D (pepstatina A). Ademas, se conoce que la catepsina D procesa a la PRL
de la rata y del raton adulto en una vasoinhibina de 16 kDa (Baldocchi et al., 1993; Ishida et al.,

2014) y nuestro trabajo confirma este procesamiento en la retina del ratén adulto y neonato. En su
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conjunto, estos resultados indican que la catepsina D puede generar a la vasoinhibina en la retina
del ratéon y que dicha capacidad se reduce en la retina en desarrollo, durante la etapa postnatal
temprana, posiblemente debido a una mayor capacidad de la enzima para degradar a la
vasoinhibina.

La catepsina D procesa proteoliticamente moléculas precursoras hacia factores
antiangiogénicos, como es el caso de la angiostatina, la endostatina (Felbor et al., 2000; Morikawa
et al., 2000) y la vasoinhibina (Baldocchi et al., 1993), pero no es claro el contexto fisiopatologico
de dicho procesamiento. Es bien conocido que las proteasas acidas lisosomales, como la catepsina
D, digieren proteinas que entran a la célula via endocitosis (Hayasaka, 1974; Hayasaka et al.,
1981). También hay evidencia de que la catepsina D puede ser secretada por células tumorales,
donde que el pH &cido del microambiente tumoral favorece su accion sobre sustratos extracelulares
(Morikawa et al., 2000; Rochefort y Liaudet-Coopman, 1999). La acidificacion del microambiente
extracelular no es unica de contextos tumorales, también ocurre asociada a funciones altamente
especializadas que incluyen ambientes no patolégicos, por ejemplo, la resorcion de huesos por
osteoclastos (Karsdal et al., 2005), la hidrdlisis de proteinas ingeridas en el estdmago (Yao y Forte,
2003), o la degradacion de la elastina por macréfagos (Punturieri et al., 2000).

También es posible que la catepsina D corte proteinas durante el proceso de secrecion, ya
que los granulos secretorios tienen un pH acido (Lorenson et al., 1984). De hecho, se ha reportado
que la catepsina D esta presente en los granulos de secrecion de los lactotropos hipofisiarios donde
se almacena la PRL y a partir de la cual genera vasoinhibina que es secretada a la circulacion
(Cruz-Soto et al., 2009). Dado que la catepsina D estd presente en diversos compartimentos
oculares que incluyen a la neuroretina, el epitelio pigmentario, la uvea y los capilares sanguineos
presentes en el nervio Optico (Hayasaka et al., 1975), es posible que esta enzima procese a la PRL
localizada en vesiculas de secrecion de las células retinianas. En este sentido, se conoce que el
ARN mensajero de PRL y la proteina se localizan en neuronas, glia (Rivera et al., 2008) y células
endoteliales (Ochoa et al., 2001) de la retina de ratas adultas.

El desarrollo de la retina neural y vascular del raton se completa en la primera semana de
vida postnatal (Stahl et al., 2010), por lo que la PRL pudiera expresarse en distintos tipos celulares
de la retina de los ratones neonatos. En apoyo a esta posibilidad, encontramos que la expresién del
ARN mensajero de la PRL se incrementa entre P4y P8, y que su nivel de expresion en P8 es mayor

que en el adulto. La mayor produccion de PRL en la retina del raton durante la primera semana de
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vida coincide con el tiempo en que la hipofisis produce muy poca hormona (Hoeffler et al., 1985)
y los niveles de PRL son indetectables en la circulacion del raton (Moreno-Carranza et al., 2018;
resultados en esta tesis). Algo similar ocurre en el higado del ratén neonato, donde los hepatocitos
producen PRL en asociacién con la ausencia hormona en la circulacién y el aumento en la tasa de
crecimiento del higado (Moreno-Carranza et al., 2018). La PRL promueve el crecimiento y la
angiogenesis hepética (Moreno-Carranza et al., 2013) y su accion local sobre el crecimiento del
higado durante el desarrollo postnatal se demostrd en animales nulos para el receptor de la PRL,
donde se redujo dicho crecimiento (Moreno-Carranza et al., 2018). En forma anéaloga, nuestro
trabajo sugiere que la retina produce PRL durante la primera semana de vida postnatal del raton,
probablemente para promover la vascularizacion de la retina que tiene lugar en esta fase del
desarrollo, viéndose favorecido el efecto proangiogénico de la hormona gracias a la reduccion en
su conversion a vasoinhibina via catepsina D.

Ademas, encontramos una mayor expresion del receptor de PRL en la retina de ratones en
P8 en comparacion con ratones adultos, lo que apoya el efecto estimulante de la PRL sobre la
vasculatura retiniana en el desarrollo postnatal. De hecho, dicho efecto proangiogénico se
demostr6 a través del tratamiento de PRL durante la primera semana de vida de ratones, que
estimulo la angiogénesis de la retina en animales expuestos a hiperoxia. La exposicion a altos
niveles de oxigeno durante la primera semana de vida reduce la tasa de proliferacion vascular en
la retina de roedores (Vazquez-Membirillo et al., 2020), por lo que no es de sorprender que dicha
condicion favorezca la manifestacion del efecto angiogénico de la PRL. Asimismo, la PRL
estimula la angiogénesis de la membrana corioalantoidea del embrion de pollo durante la fase de
menor crecimiento vascular pero no en la fase de mayor crecimiento (Reuwer et al., 2012).

Por Gltimo, queda abierta la pregunta de si el efecto proangiogénico observado en la retina
de roedores neonatos pudiera tener alguna relacion con el efecto negativo que tienen los altos
niveles circulantes de la PRL en pacientes con ROP. No es posible realizar la extrapolacion directa
de las observaciones experimentales a la clinica debido a las siguientes consideraciones: (a) la
retina de roedores neonatos es un modelo de la retina de un infante prematuro pero no de un
paciente con ROP (Stahl et al., 2010); (b) la ROP es una enfermedad compleja determinada por
fases avasculares y vasculares secuenciales, que denotan un predominio de accion de factores
antiangiogénicos y angiogénicos, respectivamente; (c) la influencia de la PRL difiere entre

neonatos murinos y humanos donde tiene lugar la ausencia de PRL circulante (Moreno-Carranza
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et al., 2018; resultados en esta tesis) y la hiperprolactinemia (Zepeda-Romero et al., 2017),
respectivamente; (d) la conversion de PRL a vasoinhibina parece reducirse en la retina de ratones
recién nacidos (resultados en esta tesis), mientras que la vasoinhibina aumenta en la circulacion de
pacientes con ROP durante la fase avascular del padecimiento (Zepeda-Romero et al., 2017).
Tomando en cuenta estas limitaciones, se podria especular que en los pacientes con ROP el efecto
proangiogénico de la PRL se contrarresta durante la fase avascular (por la conversion de la
hormona a vasoinhibina) y, es negativo sobre el padecimiento, ya que promueve su fase vascular.

En conclusion, el presente trabajo apoya la participacion del eje PRL/vasoinhibina como
promotor del desarrollo postnatal temprano de la vasculatura retiniana a través de mecanismos que
incluyen: la produccion local de PRL y de su receptor y el menor procesamiento de la PRL a
vasoinhibina por accion de la catepsina D retiniana. Estos mecanismos deben ser investigados a
través de la determinacion de la PRL y vasoinhibina enddgenas y el analisis de la vascularizacion
de la retina postnatal en animales tratados con vasoinhibina o nulos para el receptor de la PRL y
la catepsina D. Se propone que la alteracion del eje PRL/vasoinhibina puede influir sobre la
generacion y progresion de la ROP vy, por ende, su estudio tiene relevancia en la biomedicina

translacional.
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