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ABSTRACT 

 
Background: Retinopathy of prematurity (ROP) is a potentially blinding retinal 

neovascular disease. The hormone prolactin (PRL) is emerging as an important 

regulator of retinal blood vessels. PRL is proangiogenic and can be cleaved to the 

antiangiogenic PRL fragment, vasoinhibin. To evaluate whether the PRL/vasoinhibin 

axis influences ROP, we measured the levels of PRL and vasoinhibin in patients 

before and after the onset of ROP. Because PRL levels were higher in ROP than in 

control patients, we then investigated whether raising the levels of circulating PRL 

modify retinal angiogenesis in newborn mice exposed to high levels of oxygen or to 

normoxia. 

 

Methods: A prospective, longitudinal, case-control study covering postnatal weeks 1 

to 7 measured serum PRL, vasoinhibin, and vascular endothelial growth factor (VEGF) 

weekly in 90 premature infants diagnosed as ROP or control. Newborn mice and their 

nursing mothers were subjected to 75% oxygen or to normoxia from postnatal day (P) 

6 to P8 (group 1) or from P2 to P5 (group 2). PRL (2 µg/g i.p. twice a day) or vehicle, 

were injected from P5 to P8 in group 1 and from P1 to P5 in group 2.   

 

Results: PRL levels were higher in ROP than in control patients before [(106.2 ± 11.3) 

vs. 64.7 ± 4.9 ng/ml, postnatal week 1] and during [(120.6 ± 10) vs. 84.7 ± 7.5ng/ml, 

postnatal week 5] ROP diagnosis. PRL, but not gestational age, birth weight, Apgar 

score, sepsis, or ventilation time, correlated with ROP. The relative risk (RR) of 

developing ROP increased if PRL levels were higher than thresholds of 80 ng/ ml (RR 

= 1.55, 95% CI: 1.06–2.28), 100 ng/ml (RR = 1.63, 95% CI: 1.14–2.34), or 120 ng/ml 

(RR = 1.95, 95% CI: 1.41–2.68). Vasoinhibin levels were 39.7% higher (95% CI: 4.5–

77.5) in the circulation of ROP than in control patients at postnatal week 1 and similar 

thereafter, whereas VEGF serum levels were always similar.  PRL treatment reduced 

the inhibition of blood vessel growth and the increase in vascular regression induced 

by hyperoxia in the retina of newborn mice as revealed by the immunofluorescence 
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staining of blood vessels and the expression of angiogenesis and apoptosis markers. 

The proangiogenic effect may involve a reduced conversion of PRL to vasoinhibin.  

 

Conclusion: High serum levels of PRL and vasoinhibin may predict and impact ROP 

progression.  PRL has a proangiogenic effect in the neonate retina that could help 

promote physiological and pathological retinal vascularization.  
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RESUMEN 
 

Antecedentes: La retinopatía del prematuro (ROP) es una enfermedad neovascular 

de la retina que puede producir ceguera. La hormona prolactina (PRL) está surgiendo 

como un regulador importante de los vasos sanguíneos oculares. La PRL estimula el 

crecimiento de los vasos sanguíneos (angiogénesis) pero adquiere propiedades 

antiangiogénicas mediante su procesamiento proteolítico a vasoinhibina, un fragmento 

de la PRL que inhibe la angiogénesis. Para determinar si el eje PRL/vasoinhibina 

influye sobre la ROP, determinamos los niveles circulantes de ambas hormonas y su 

relación con la incidencia y la progresión del padecimiento en un estudio clínico. 

Encontramos que los niveles de la PRL son mas altos en ROP, lo que nos llevó a 

investigar si  la elevación de los niveles circulantes de la PRL modifica la 

angiogénesis que ocurre en la retina de ratones recién nacidos expuestos a niveles 

altos o normales de oxígeno. 

 
Métodos: Se realizó un estudio clínico prospectivo, longitudinal, de casos y controles 

donde se determinaron los niveles séricos de PRL, vasoinhibina y del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) una vez por semana a lo largo de las semanas 

postnatales 1 a 7 en 90 bebés prematuros diagnosticados como ROP o control. 

Ratones recién nacidos y sus madres lactantes fueron expuestos a 75% de oxígeno o 

normoxia desde el día postnatal (P) 6 a P8 (grupo 1) o desde P2 a P5 (grupo 2). Se 

inyectó PRL (2 µg / g i.p. dos veces al día) o vehículo de P5 a P8 en el grupo 1 y de 

P1 a P5 en el grupo 2. 

 
Resultados: Los niveles de PRL fueron más altos en los pacientes con ROP que en 

los control antes [(106.2 ± 11.3) vs. 64.7 ± 4.9 ng/ml, semana postnatal 1] y durante 

[ (120.6 ± 10) vs. 84.7 ± 7.5 ng/ml la semana postnatal 5] el diagnóstico de ROP. La 

PRL, pero no la edad gestacional, el peso al nacer, el puntaje de Apgar, la presencia 

de sepsis o el tiempo de ventilación, se correlacionaron con la aparición de la ROP. El 

riesgo relativo (RR) de desarrollar ROP aumentó en relación directa con niveles 
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umbrales 80 ng/ml (RR = 1.55, IC 95%: 1.06–2.28), 100 ng/ml (RR = 1.63, 95% IC: 

1.14–2.34), o 120 ng / ml (RR = 1.95, IC 95%: 1.41–2.68) de la hormona. Los niveles 

circulantes de vasoinhibina fueron 39.7% más altos (IC 95%: 4.5-77.5) en la 

circulación en el grupo con ROP que en el control durante la semana postnatal 1 y 

similares a partir de entonces, mientras que los niveles séricos de VEGF siempre 

fueron similares. El tratamiento con PRL redujo la inhibición del crecimiento de los 

vasos sanguíneos y el aumento de la regresión vascular inducida por la hiperoxia en 

la retina de ratones neonatos, como lo reveló el marcaje inmunohistoquímico de los 

vasos sanguíneos y la expresión de marcadores de angiogénesis y apoptosis.  

 
Conclusiones: Niveles altos de PRL y vasoinhibina sérica predicen y pueden afectar 

la progresión de la ROP. La PRL estimula la angiogénesis de la retina neonatal y este 

efecto podría influir sobre la vascularización fisiológica y patológica del órgano en esta 

fase del desarrollo. 
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I. INTRODUCCIÓN	

La retinopatía del prematuro (ROP) se define como un trastorno vasoproliferativo de 

la retina en los recién nacidos pretérmino y es considerada como un problema de 

salud pública, sobre todo en los países en vías de desarrollo 1 en los que se 

reconoce como la principal causa de ceguera no reversible en la población infantil 

La ROP ocurre cuando el desarrollo de la vasculatura ocular es incompleto y 

afectado por condiciones que resultan en su excesiva permeabilidad y proliferación 

vascular que conlleva al desprendimiento de la retina y pérdida visual. La 

fisiopatología de la ROP se explica por la existencia de dos fases secuenciales en el 

desarrollo vascular: la fase I en la que el crecimiento de la vasculatura retiniana 

disminuye o se detiene y algunos vasos se pierden debido a la prematurez. La fase 

II en la que, a consecuencia de la menor vascularización, se genera hipoxia que 

estimula la angiogénesis y la permeabilidad vascular.   La etiología de la ROP es 

múltiple 2 pero el factor determinante es la neovascularización de la retina inducida 

por hipoxia . La exposición a altos niveles de oxígeno durante la estancia en terapia 

intensiva neonatal interfiere con la formación fisiológica de los vasos sanguíneos 

retinianos y provoca la muerte y obliteración de la vasculatura existente lo que deriva 

en un cuadro de hipoxia local . La hipoxia induce la proliferación en la retina de 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) a través de estimular la expresión de 

inductores angiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), y 

de inhibir la de factores antiangiogénicos, como el factor derivado del epitelio 

pigmentado. Los nuevos vasos sanguíneos invaden y sangran en el vítreo 

produciendo una membrana fibrovascular que llega a ocasionar el desprendimiento 

de la retina y la consecuente ceguera en los estados avanzados de la ROP 3.   

Además de los niveles de saturación de oxígeno, se conocen varios factores de alto 

riesgo que influyen sobre el desarrollo de la ROP y que incluyen: el grado de 

prematurez, el bajo peso al nacimiento, la desnutrición, la infección perinatal, la baja 

ganancia de peso postnatal y los bajos niveles del factor de crecimiento tipo insulina 

1 4.  Existe una relación inversa entre la severidad de la ROP y el peso al 

nacimiento, de tal manera que bajo un peso extremadamente bajo al nacer (<1000g) 
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mas del 80% de los recién nacidos presentarán algún grado de ROP 4 y, de estos,  

el 28.8% requerirá tratamiento para evitar la ceguera  y el 6% progresará a los 

estados de ROP más avanzados 4 por lo que es muy importante contar con 

instrumentos pronósticos que puedan auxiliar sobre la necesidad o no de aplicar los 

tratamientos en cuestión. 

La PRL se presenta como un regulador eficiente de los vasos sanguíneos, ya que es 

capaz tanto de estimular como de inhibir el crecimiento vascular . Estos efectos 

opuestos resultan del corte proteolítico de la PRL al fragmento molecular de esta 

hormona denominado vasoinhibina. La molécula completa de PRL promueve la 

angiogénesis mientras que la vasoinhibina inhibe el crecimiento, la dilatación, la 

permeabilidad y la supervivencia de los vasos sanguíneos 5. La generación de la 

vasoinhibina ocurre en el hipotálamo, la hipófisis y a nivel de sus órganos blanco lo 

que define al eje PRL/vasoinhibina como un nuevo eje endócrino. Este eje 

contribuye al mantenimiento de la avascularidad corneal 6, regula la vascularización 

normal de la retina 7, y se altera en las retinopatías vasoproliferativas como la 

retinopatía diabética 8 y la ROP.  

El propósito de este trabajo fue analizar la posible influencia del eje 

PRL/vasoinhibina  en la fisiopatología de la ROP. Para lo cual, dividimos nuestro 

estudio en dos rubros, un estudio clínico en donde evaluamos los niveles circulantes 

de la PRL y la vasoinhibina en relación con la presencia de ROP en recién nacidos 

prematuros a lo largo de las primeras siete semanas de nacimiento . Debido a que 

los pacientes con ROP presentaron niveles mas elevados de la PRL en la 

circulación, consideramos importante investigar, en un segundo rubro, si la elevación 

de la PRL circulante modifica la vascularización de la retina de ratones recién 

nacidos expuestos a alto oxígeno. Nuestro trabajo propone que la hormona PRL y su 

metabolito, la vasoinhibina tienen la potencialidad de ser desarrolladas como nuevas 

herramientas pronósticas y terapéuticas de la ROP 9. 
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A continuación se revisan aspectos generales de la anatomía y fisiología ocular, del 

desarrollo y diferenciación de la retina, de la fisiopatología de la ROP y del eje 

PRL/vasoinhibina que establecen el marco conceptual de este trabajo.

II. ANTECEDENTES 
 

II.1 EL GLOBO OCULAR HUMANO 
 
II.1.1 ANATOMÍA BÁSICA 

El ojo, o globo ocular, es el principal órgano de la visión. Cada uno de los globos 

oculares ocupan una cavidad ósea llamada órbita, el volumen de cada órbita es de 

aproximadamente 30 cm3 y ésta tiene la función de proteger los ojos de traumas 

mecánicos. El resto del espacio de la órbita está ocupado por músculos 

extraoculares, tejido graso, vasos sanguíneos, nervios y la glándula lagrimal 10. El 

diámetro anteroposterior de un ojo adulto es aproximadamente de 23-25 mm. El 

diámetro transversal promedio en un ojo adulto es de 24 mm. El ojo contiene tres 

compartimentos: la cámara anterior, la cámara posterior y la cavidad vítrea 10. La 

cámara anterior, es de aproximadamente 3 mm de profundidad y es el espacio 

existente entre el iris y la córnea, y se encuentra ocupado por aproximadamente 200 

µL de humor acuoso.  

 

Figura 1. Esquema de la sección de un ojo humano mostrando sus diferentes 
componentes. Modificado de la Academia Americana de Oftalmología 2019 10. 
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La cámara posterior es la porción anatómica del ojo posterior al iris y anterior al 

cristalino. Se encuentra también ocupada por humor acuoso en un volumen 

promedio de 60 µL. El compartimento mas grande del ojo es la cavidad vítrea, la 

cual representa más de dos tercios el volumen total del ojo con un volumen 

promedio de 3 - 5 ml de gel vítreo 11. El volumen total del globo ocular de un adulto 

es de aproximadamente 6.5 - 7 ml (Figura 1). 10 

II.1.2 LA RETINA 

Cuando se explora el fondo ocular, la parte visible incluye a la retina, sus vasos 

grandes, el vítreo y el nervio óptico 10. La retina comprende un tejido neuroepitelial 

que, en su región posterior, se adhiere firmemente a la cabeza del nervio óptico y en 

su región anterior a la ora serrata 12. La retina se divide en dos partes, una parte 

central y una parte periférica. La organización histológica de la retina comprende 

nueve capas (Figura 2) y un epitelio pigmentado (EPR), denominadas 

respectivamente como retina neurosensorial y epitelio pigmentado. 

 

Figura 2. Células y capas de la retina. Modificado de la Academia Americana de 

Oftalmología 2019 10. 



	 17	

Las capas de la retina neurosensorial desde la parte externa (desde la coroides) 

hacia la porción mas interna son: 1) el epitelio pigmentado de la retina (EPR) 13 que 

es la capa mas externa en proximidad con la membrana de Bruch que la separa de 

la coroides; 2) la capa de fotorreceptores, que contiene los segmentos internos y 

externos de los fotorreceptores; 3) la membrana limitante externa (MLE),  región 

compuesta por uniones tipo hendidura (“gap”) entre fotoreceptores y células de 

Müller; 4) la capa nuclear externa (CNE) 13 que contiene los cuerpos celulares de los 

fotorreceptores, conos y bastones; 5) la capa plexiforme externa (CPE), formada por 

la interconexión de fotoreceptores, células bipolares y células horizontales; 6) la 

capa nuclear interna (CNI) 13, compuesto por los cuerpos celulares  de las células 

bipolares, horizontales y amácrinas; 7) la capa plexiforme interna (CPI) 10, formada 

por axones de células bipolares y las dendritas de las células amácrinas que se 

conectan con las células ganglionares modulando los impulsos eléctricos 13; 8) la 

capa de células ganglionares (CCG) 11, formada por los cuerpos neuronales de las 

células ganglionares; 9) la capa de fibras nerviosas 13, compuesta por los axones de 

las células ganglionares que proyectan sus axones para formar el nervio óptico; y 

10), la membrana limitante interna 13, formada por las proyecciones terminales de las 

células de Müller. 

La retina neurosensorial está compuesta por elementos neuronales, gliales y 

vasculares 12. Dentro de los elementos neuronales se encuentran los fotorreceptores 

que son neuronas altamente especializadas, los conos y los bastones 13 . En el ojo 

humano existen aproximadamente seis millones de conos y 120 millones de 

bastones 11. Los conos son más sensibles durante el día, se localizan en el centro de 

la retina (o fóvea), son sensibles a tres colores: rojo, verde y azul. Los bastones 

contienen rodopsina, que es un pigmento sensible a la luz compuesto por una parte 

proteica (opsina) y una no proteica derivada de la vitamina A (11-cis-retinal) que 

permite la absorción de fotones 13.    
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II.1.3 LA MACULA 

La mácula, también llamada mácula lútea debido a su coloración amarilla,  es la 

capa más sensible de la retina donde se concentra la mayor agudeza visual 11. Se 

encuentra localizada en la región temporal respecto al nervio óptico. La luteína y la 

zeaxantina son carotenoides que hacen que la mácula tenga el pigmento amarillo. 

Estos pigmentos tienen efectos anti-inflamatorios y propiedades de filtro de la luz 

azul. La dieta rica en éstos pigmentos es protectora en contra de enfermedades en 

la retina como la retinopatía diabética y la retinopatía del prematuro 14. En el centro 

de la mácula se localiza una depresión avascular llamada fóvea, la cual contiene la 

mas alta concentración de conos de la retina 12. 

II.1.4 IRRIGACIÓN  

La retina recibe irrigación en la vida adulta de dos fuentes principales: 1) los vasos 

uveales y 2) los vasos retinianos 13. La coroides, que es parte de la circulación uveal, 

irriga las 2/3 partes externas de la retina, mientras las ramas de la arteria central de 

la retina irrigan la parte interna de la retina 10. Las capas externas de la retina donde 

se encuentran los fotorreceptores son avasculares y reciben aporte sanguíneo y 

nutrientes a partir de la coroides, mientras que la capa interna de la retina de la cual 

forman parte las células ganglionares se nutren a partir de los vasos de la retina 

interna 11. Alrededor del 65% del oxígeno que se utiliza en la retina proviene de la 

coroides. En humanos tanto la vasculatura retiniana como de la coroides derivan de 

ramas de la arteria oftálmica 13. 

II.1.4.1 Irrigación de la retina 

Las arterias del globo ocular derivan de la arteria oftálmica, que es a su vez la 

primera rama de la arteria carótida interna 11. Los vasos sanguíneos de la retina son 

análogos a los vasos sanguíneos cerebrales en cuanto a que conforman una barrera 

fisiológica que regulan el flujo de agua, iones y proteínas a la retina, la barrera 

hemato-retiniana (BHR). Esta barrera es indispensable para mantener las 

concentraciones de iones y sustratos específicos de la retina neural necesarios para 

su funcionamiento adecuado. La BHR interna está compuesta por una capa no 
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fenestrada de células endoteliales que forman los lechos capilares (localizados en la 

capa de fibras nerviosas  en la parte interna y externa de la capa nuclear interna) 12. 

Por su parte la BHR externa está conformada por el epitelio pigmentario de la retina 

que forma una barrera entre el plexo vascular coroideo y la retina. 

Las arterias y las venas permanecen en la capa de fibras nerviosas de la retina, 

mientras que las arteriolas y vénulas se extienden a las capas más profundas de la 

retina, formando de este modo dos principales redes microvasculares: 1) capilares 

superficiales en la capa de células ganglionares y fibras nerviosas, y 2) capilares 

más densos y profundos en ambos lados de la capa nuclear interna 13. 

La coroides recibe irrigación por dos sistemas arteriales diferentes: 1) las arterias 

ciliares posteriores cortas que aportan el riego sanguíneo a la coroides posterior y 2) 

las arterias ciliares posteriores largas que proveen irrigación a la porción anterior de 

la coroides 11. 

II.1.5 DESARROLLO DEL GLOBO OCULAR 

II.1.5.1 Embriología del globo ocular 

Las estructuras oculares derivan del ectodermo embrionario del cual se forma el tubo 

neural en cuyo extremo cefálico se hacen aparentes las evaginaciones que formarán 

las vesículas ópticas a partir de la tercera semana de la gestación (Figura 3).  

 

Figura 3. Cavidad del cerebro anterior que se comunican con las vesículas ópticas 15 a 

través del tallo óptico (3). Ectodermo de revestimiento 15. Modificado de Gómez-Leal A 

200016 



	 20	

De la parte anterolateral de cada vesícula óptica se producen dos invaginaciones 

anteroposteriores, la primera formará la vesícula del cristalino formada por el 

ectodermo de revestimiento y quedará incluida dentro de la copa óptica y la segunda, 

la copa óptica formada por neuroectodermo (Figura 4). La copa óptica tiene dos 

capas, una externa (nucleada) y una interna (no nucleada), esta última dará origen a 

la retina y a sus células. Por detrás se encuentra una capa delgada que formará el 

epitelio pigmentario de la retina, primera estructura del cuerpo en pigmentarse.  

 

Figura 4. Copa óptica (X), vesícula del cristalino invaginándose (flecha), hendidura 
embrionaria 15. Modificado de Gómez-Leal A 2000 16.  

II.1.5.2 Desarrollo de la retina humana 

Entre los 20 y 32 días del desarrollo embrionario (Etapa I: Diferenciación en zonas) 
17 se distinguen tres capas en la copa óptica: una interna acelular (capa marginal) y 

una externa con múltiples capas celulares (capa de neuroepitelio primitivo) que 

formarán la retina neurosensorial y una tercera capa externa a las dos anteriores con 

2 a 3 capas de células que derivará en el epitelio pigmentado. En ésta etapa la 

arteria hialoidea penetra al ojo. A partir de la quinta semana (tercer mes de gestación) 

(Etapa II: Capas transitorias) 17, las células que componen la capa del neuroepitelio 

primitivo migran hacia la capa marginal (acelular) para formar la capa neuroblástica 

interna y la capa neuroblástica externa y es en ésta etapa cuando se desarrollan las 

células de Müller 16-18 . En la Etapa III (Migración y diferenciación) (tercer al séptimo 

mes de la gestación) 18 se forman las células ganglionares y las capas nucleares 

interna y externa. Entre el cuarto y quinto mes de la gestación se distinguen en la 
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capa externa las células reniformes que son las precursoras de los fotorreceptores. 

Finalmente, en la etapa IV (séptimo mes a primer mes postnacimiento) se finaliza el 

desarrollo de la retina 16. En la fóvea, las células ganglionares se desplazan en 

dirección centrífuga y dejan una sola hilera alrededor de la fóvea. Al nacimiento, la 

capa nuclear interna forma una sola capa, las fibras de la plexiforme externa se 

distribuyen de una manera radial y la nuclear externa no cambia.  

La retina periférica al nacer,  se asemeja en su anatomía macroscópica a la del 

adulto,  sin embargo, la región central de la retina correspondiente a la fóvea no se 

encuentra funcionalmente desarrollada en su totalidad 19 a pesar de la existencia de 

la depresión foveal y de que las capas celulares se encuentran presentes, los 

segmentos externos de los fotorreceptores son estrechos, sus segmentos internos 

cortos y la capa nuclear externa es delgada 19. Es al cuarto mes de edad postnatal 

cuando los fotorreceptores foveales alcanzan su longitud completa, la capa nuclear 

interna y la capa de células ganglionares se desplazan lateralmente para formar la 

depresión foveal similar a la de una persona adulta 19 y es el momento en el cual,  el 

desarrollo de la agudeza visual (AV) se  produce para alcanzar la máxima capacidad 

visual a partir de los 5 años de edad aproximadamente. De tal manera que la AV de 

un niño antes de los 4 meses de edad está determinada por la región extrafoveal 

(región periférica de la retina) y al término de su primer año de vida, un niño tiene 

una AV cercana a la mitad de la de un adulto sano 20.  

II.1.5.3 Desarrollo de los vasos sanguíneos en la retina 

El desarrollo vascular comprende dos procesos: la vasculogénesis (los vasos 

sanguíneos se originan de precursores embrionarios para formar vasos “de novo”) y 

la angiogénesis (proliferación de nuevos vasos a partir de los vasos ya existentes)  21. 

Los vasos sanguíneos en el ojo humano se forman a partir de la arteria hialoidea 

presente desde la etapa I del desarrollo 16,17. Aproximadamente a los 4 meses de la 

gestación, la arteria hialoidea se convierte en la arteria central de la retina 16. En esta 

etapa, precursores embrionarios de las células endoteliales vasculares generan 

capilares sanguíneos (vasculogénesis) que posteriormente proliferan (angiogénesis) 

para formar un lecho vascular laminar que crece radialmente hacia la periferia de la 
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retina a partir del nervio óptico 22.  Los vasos se extienden a través de la capa de 

fibras nerviosas y llegan a la periferia de la retina en la semana 26 de la gestación 22. 

A partir de este momento y hasta la semana 34 los vasos superficiales vascularizan 

la parte interna de la capa nuclear interna de la retina y cubren las 2/3 de la 

superficie retiniana que se observa vascularizada en la vida adulta 22. Finalmente, 

una tercera capa vascular se aprecia en la semana 36, localizada en la parte externa 

de la capa nuclear interna, ésta capa migrará únicamente a la mitad del área total de 

la retina 22. Los vasos de la retina se forman tomando a los astrocitos como guía, los 

cuales migran hacia la periferia de la retina antes que las células endoteliales 22. Los 

astrocitos se identifican por la presencia de la GFAP (proteína ácida fibrilar glial), 

tienen forma de huso y están presentes en las puntas vasculares de migración. 

También se ha sugerido la presencia de angioblastos con capacidad de migrar tanto 

a la periferia de la retina como hacia las capas mas profundas de la retina (hacia la 

capa nuclear interna) 22.  Sin embargo, se considera que el mayor aporte vascular 

deriva del proceso de angiogénesis por gemación, ramificación y estabilización 

vascular 21. 

II. 2 RETINOPATÍA DEL PREMATURO  

II.2.1 DEFINICIÓN DE LA RETINOPATÍA DEL PREMATURO 

La ROP es la causa principal de ceguera prevenible en niños en todo el mundo. Esta 

influencia se puede constatar cuando se considera que en el 2010 se estimaron 19 

millones niños con pérdida visual 23. Existen distintas causas de ceguera infantil, sin 

embargo, alrededor de 25,000 niños ciegos por causa de la ROP viven el América 

Latina 24. La enfermedad se caracteriza por proliferación de tejido fibrovascular 

anormal en el borde entre la retina  vascular y la avascular. Afecta únicamente a los 

recién nacidos prematuros y en especial a aquellos con ≤1500g de peso al nacer y/o 

≤ 32 semanas de edad gestacional. Sin embargo, la ROP también puede 

presentarse en niños recién nacidos prematuros mayores 24 cuando tienen lugar 

factores de riesgo o morbilidad neonatal, como por ejemplo: el síndrome de dificultad 

respiratoria, transfusiones sanguíneas, infección, bajo peso e hiperglucemia 23. La 

ceguera por ROP disminuye cuando se mejoran los estándares de atención neonatal 
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24. Desde el año 2006, como estrategias de prevención de la ROP en América Latina, 

se utilizan enfoques multidisciplinarios de salud que incluyen la prevención del parto 

prematuro (obstetras y matronas), mejoras en la atención neonatal (neonatólogos y 

enfermeros), detección y tratamiento (oftalmólogos y anestesiólogos), rehabilitación 

de la visión (terapeutas de baja visión y ocupacionales) y trabajadores sociales de la 

Unidad de Terapia Intensiva Neonatal 25 que facilitan el seguimiento adecuado y el 

mejor control de la prematurez 24. 

II. 2.2 SITUACIÓN ACTUAL EN MÉXICO 

México cuenta con más de 120 millones de habitantes, y se ubica como la segunda 

economía mas importante de América Latina y la decimoquinta en el mundo. Desde 

1982, México ha logrado una tasa de mortalidad infantil inferior a 60 por cada 1000 

nacidos vivos. Ésta cifra representa en gran medida la sobrevida de los recién 

nacidos prematuros, que actualmente es del 90% cuando son menores de 34 

semanas de gestación. Desde la década de 1980, México enfrenta el riesgo de 

ocurrencia de casos de ceguera por ROP en proporciones epidémicas, pues es la 

mayor causa de ceguera infantil prevenible en México y representa el 35 y 60% de 

los niños que ingresan en escuelas para ciegos en las ciudades de Guadalajara y 

Morelia respectivamente 24. 

II. 2.3 CLASIFICACION DE LA RETINOPATIA DEL PREMATURO  

La ROP es una enfermedad compleja de la microvasculatura retiniana del recién 

nacido prematuro. A medida que se incrementa la supervivencia de los bebés 

prematuros de edades gestacionales bajas aumentan las complicaciones oculares 

relacionadas con esta enfermedad 23. La Clasificación Internacional de la Retinopatía 

del Prematuro (ICROP) se publicó inicialmente en 1984 26 y se extendió en 1987 27. 

Representó un consenso estandarizado internacional para el diagnóstico y 

tratamiento de la enfermedad 26,27. La clasificación original facilitó el desarrollo de 

ensayos clínicos multicéntricos y el conocimiento de la ROP. Posteriormente un 

grupo de oftalmólogos pediatras y especialistas en retina revisaron algunos aspectos 

del ICROP e introdujeron herramientas clínicas para su evaluación 3 . 
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II.2.3.1 Localización y grado de extensión de la ROP 

Con el fin de definir la localización anteroposterior de la ROP se describieron 3 

zonas concéntricas observadas en la exploración clínica 26. Cada zona toma como 

centro al nervio óptico en lugar de la mácula, debido a que los vasos normales de la 

retina crecen a partir del nervio óptico y se dirigen hacia la porción mas anterior y 

periférica de la retina (ora serrata) 3. La zona I (la parte mas interna) comprende un 

círculo, cuyo radio es el doble de la distancia existente desde el centro del nervio 

óptico al centro de la mácula (Figura 5). La zona II se extiende de manera centrífuga 

desde el borde de la zona I a la ora serrata nasal (en el meridiano de las 3 h en la 

posición del ojo derecho y la posición 9 h en posición del ojo izquierdo). La zona III 

es la creciente residual en el sector temporal 3. La extensión de la enfermedad se 

mide por meridianos de husos horarios de acuerdo a la escala analógica del reloj o 

bien por sectores que miden 30º 3. 

 

Figura 5. Esquema de la retina con los bordes de las zonas y las horas de reloj 

utilizadas para describir la  localización y extensión de la ROP (Adaptado del Comité de 

Clasificación de la ROP) 3,24. 

II.2.3.2 Estadios de la ROP 

Existen 5 etapas utilizadas para describir el desarrollo vascular anormal a nivel de la 

unión entre la retina vascular y la avascular. Cuando mas de una etapa ocurre al 

mismo tiempo se toma en consideración la de mayor grado 3.  
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Etapa 1: Línea de demarcación 

La línea de demarcación es una marca delgada, plana que separa la retina 

avascular anterior de la retina vascularizada posterior. (Figura 6a) 3. 

Etapa 2: Cresta  

La cresta es el punto clave la etapa 2, surge del sitio de la línea de demarcación, 

tiene altura y anchura, se extiende sobre el plano de la retina y presenta con un color 

blanco-rosado. En esta etapa también llegan a observarse posterior a la cresta unos 

penachos pequeños neovasculares a los que se les denomina "popcorn" por su 

similitud con las palomitas de maíz (Figura 6b) 3. 

Etapa 3: Proliferación fibrovascular extraretiniana  

En la etapa 3 tiene lugar la proliferación vascular anormal o neovascularización que 

se puede extender desde la cresta al vítreo. En el vítreo, los nuevos vasos 

sanguíneos forman una membrana fibrovascular que cuando se exacerba trae 

consigo la etapa 4 de la ROP (Figura 6c) 3. 

Etapa 4: Desprendimiento parcial de la retina  

El estadio 4 ocurre cuando la membrana fibrovascular ejerce tracción sobre la retina 

desprendiéndola parcialmente y puede ser desprendimiento de retina parcial 

extrafoveal (4A), cuando no involucra a la fóvea, o bien desprendimiento de retina 

parcial con involucro foveal (4B) (Figura 6 d, e) 3. 

Etapa 5: Desprendimiento total de la retina  

El desprendimiento traccional total de la retina  (Figura 6f) generalmente es en forma 

de embudo y se clasifica en anterior y posterior en función del sitio en el que se 

encuentre la porción cerrada del embudo (Figura 6f) 3. 
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Figura 6. Fotografía de fondo de ojo que ilustra: (a) la línea de demarcación de la etapa 

1; (b) la cresta (flechas largas) entre la retina vascular y avascular y los penachos de 

neovasos aislados (“popcorn”, flechas cortas); (c) infiltración al vítreo de la 

proliferación fibrovascular (etapa 3); (d) desprendimiento parcial de la retina no 

involucra la fóvea (etapa 4A); (e) desprendimiento parcial de la retina que involucra la 

fóvea (etapa 4B); y (f) desprendimiento total de la retina (estadio 5). (Adaptado del 

Comité de Clasificación de la ROP) 3 

Enfermedad Plus 

Existen otros signos que indican la actividad y severidad de la ROP y que incluyen: 
15 dilatación venosa extensa; 15 tortuosidad arteriolar de los vasos de la retina 

posterior; (3) dilatación de los vasos del iris; 15 pobre dilatación pupilar; y opacidad 

vítrea (“haze”) (Figura 7). 
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Figura 7. Fotografía de fondo de dilatación venosa posterior y de tortuosidad arteriolar, 
característica de enfermedad plus. (Adaptado del Comité de Clasificación de la ROP) 3 

ROP agresiva posterior (AP-ROP) 

Es una enfermedad poco común, rápidamente progresiva, se observa por lo general 

en la zona I, aunque también en la zona II. Los vasos del polo posterior presentan: 15 

dilatación aumentada y tortuosidad en los 4 cuadrantes mayor a la de los vasos 

periféricos; 15 derivaciones inter-vasculares; (3) dilatación y tortuosidad vascular que 

no permite distinguir arteriolas de vénulas; y 15, hemorragias entre la zona vascular y 

la avascular (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Fotografía de fondo con AP-ROP, se observa una enfermedad plus 
prominente. (Adaptado del Comité de Clasificación de la ROP) 3 
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II.2.4.PATOFISIOLOGIA DE LA ROP 

De la información anterior se desprende que la ROP es una enfermedad de la 

microcirculación retiniana que ocurre en los ojos donde el desarrollo vascular de la 

retina es incompleto. En la ROP, la angiogénesis y vasopermeabilidad excesiva de 

la retina conlleva a su desprendimiento y a la eventual ceguera. La patofisiología de 

la ROP se explica a través de la existencia de dos fases secuenciales de desarrollo 

vascular: la fase 1 en donde el desarrollo vascular normal de la retina disminuye o se 

interrumpe y algunos vasos se pierden debido al nacimiento prematuro. Y la fase 2, 

donde la reducción de la vascularización debida a la fase 1, genera hipoxia que, a su 

vez, estimula la vasopermeabilidad y vasoproliferación excesiva que conduce al 

desprendimiento de la retina 28. El factor de crecimiento vascular o VEGF es el 

principal factor inducible por hipoxia que media la neovascularización en la ROP 28-30, 

aunque otros factores proangiogénicos inducidos (eritropoyetina)  o no por hipoxia 

(factor tipo insulina 1) 28 indudablemente participan. En este trabajo se investiga la 

posible participación en la ROP del sistema PRL/vasoinhibina, un eficiente regulador 

de los vasos sanguíneos oculares 31. 
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III. ANTECEDENTES INMEDIATOS 

La hormona PRL, denominada originalmente por sus funciones sobre la producción 

de leche durante la lactancia, ejerce múltiples efectos en la reproducción, la 

osmoregulación, la respuesta inmune, el comportamiento y la formación de nuevos 

vasos sanguíneos (angiogénesis) . La PRL estimula la angiogénesis a través de 

inducir la expresión de VEGF por diversos tipos celulares, pero también a través de 

acciones directas sobre las células endoteliales vasculares estimulando su 

proliferación 21. Por otra parte, la PRL es metabolizada hacia vasoinhibina, un 

fragmento de PRL con propiedades inhibidoras de la función vascular 21 . La 

vasoinhibina actúa directamente sobre las células del endotelio vascular inhibiendo 

la vasopermeabilidad, la vasodilatación, la vasoproliferación y promoviendo la 

regresión por apoptosis de los nuevos vasos sanguíneos 21. Debido a las acciones 

opuestas de la PRL y la vasoinhibina sobre la vascularización, la resultante final de 

sus efectos esta esencialmente determinada por la actividad de las proteasas 

convertidoras y, por ende, la regulación de dichas enzimas representaría un 

mecanismo eficiente para estimular y/o inhibir la vascularización 21. 

La posible participación del sistema PRL/vasoinhibinas en las alteraciones 

vasculares de la ROP se apoya en estudios previos que mostraron que la expresión 

adenoviral de vasoinhibina en la retina de ratas recién nacidas interfiere con la 

neovascularización inducida por hiperoxia/hipoxia en un modelo experimental de la 

ROP .  Además, se reportó la presencia de PRL y de vasoinhibina en la circulación y 

en los fluidos intraoculares (humor acuoso y líquido subretiniano) de pacientes que 

tuvieron ROP en su grado mas avanzado y que, 6 meses a tres años después de la 

enfermedad, fueron sometidos a vitrectomía . Es posible que la PRL y las 

vasoinhibinas presentes en el ojo de estos pacientes pudieran provenir de la 

circulación.  Se tienen evidencias en roedores adultos que bajo condiciones de 

hiperprolactinemia se favorece la incorporación de la PRL a la retina y su 

procesamiento proteolítico hacia vasoinhibina capaz de inhibir los efectos vasculares 

del VEGF, así como la vasopermeabilidad incrementada debida a la retinopatía 
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diabética experimental . También se ha reportado que la leche materna protege 

contra la ROP  y es posible que en esta protección pudiera participar la PRL vía su 

conversión a vasoinhibina, ya que se conoce que la PRL se concentra en la leche 

materna 32 y que esta hormona pasa de la leche a la circulación del recién nacido . 

Sin embargo, se desconoce si la PRL es convertida eficientemente hacia 

vasoinhibina en la retina de los recién nacidos por lo que, dados los efectos 

proangiogénicos de la PRL, también pudiera ser posible que niveles sistémicos altos 

de PRL pudieran promover la vascularización retiniana y constituir un mecanismo de 

riesgo en la ROP. 

 

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
 

De estas consideraciones, se desprende la posibilidad de que el aumento de la PRL 

y de vasoinhibina en la circulación pudiera tener un valor negativo o positivo contra 

la progresión de la ROP y, por ende, que la determinación de los niveles séricos de 

ambas proteínas pudiese tener valor pronóstico contrario o favorable de la 

progresión de este padecimiento. Específicamente se consideraron dos alternativas: 
15 que niveles altos de PRL y de vasoinhibina en el suero resultan en un incremento 

de la vasoinhibina intraocular y, consecuentemente, en una menor progresión de la 

ROP; y 15, que, altos niveles sistémicos de PRL aunado a bajos niveles de 

vasoinhibinas circulantes y/o intraoculares, pudieran favorecer el desarrollo de la 

ROP. Como se mencionó, solo se tiene información acerca de la concentración 

sérica de PRL y de vasoinhibinas, en  pacientes que cursaron con el grado mas 

severo de la ROP (grado 5) y que se analizaron al momento de la vitrectomía, es 

decir cuando estos pacientes tenían entre 6 meses a 3 años de edad, y cuando la 

neovascularización ocular (ROP) ya no estaba presente 33. De aquí parte la 

necesidad de valorar los niveles séricos de estas proteínas desde las etapas 

iniciales y a lo largo del padecimiento clínico; y de complementar estas 

determinaciones con un análisis experimental donde se analice la influencia de los 

niveles hormonales sobre la vascularización de la retina en roedores recién nacidos. 
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Estos estudios podrían ayudar a dilucidar el valor potencial de los niveles sistémicos 

de estas hormonas como un método pronóstico de utilidad para la toma de 

decisiones clínicas y posibles tratamientos en el manejo de la ROP. 

 

V. JUSTIFICACION  
 
La ROP es la mayor causa de ceguera en la niñez en el mundo. La ROP ocurre en 

ojos con un sistema vascular incompleto y causa proliferación vascular, 

vasopermeabilidad y desprendimiento de la retina. Actualmente los factores de 

riesgo más conocidos incluyen el grado de prematuréz (<37 semanas de gestación),  

el bajo peso al nacer y la exposición a altos niveles de oxígeno en la  UTIN. Se 

conoce que el 75% de los bebés prematuros que nacen con ≤1250 gramos 

desarrollan algun grado de ROP, pero de estos solamente el 6% progresan al grado 

severo de la enfermedad . El tratamiento convencional para controlar la ROP es la 

fotocoagulación con laser de los neovasos en la retina pero el procedimiento es 

invasivo en si mismo y frecuentemente daña la retina y perjudica visión . Dado que 

una proporción pequeña de los pacientes con ROP progresan a los cuadros mas 

severos, el contar con marcadores sistémicos que auxilien en la pertinencia del uso 

o no de la terapia láser es muy conveniente. 

 Este proyecto investiga a la hormona PRL como marcador de la enfermedad desde 

etapas tempranas del nacimiento, antes de que los síntomas de la ROP se 

manifiesten. Los resultados de éste estudio abren nuevas perspectivas en torno al 

uso de la PRL y su metabolito (vasoinhibina) como agentes pronósticos y 

terapéuticos en la ROP y otras retinopatías vasoproliferativas como la diabética.   

 
VI. HIPÓTESIS 

 

El aumento de los niveles de la PRL circulante y/o la reducción de la vasoinhibina 

sérica promueven la incidencia y severidad de la ROP.   
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VII. OBJETIVOS 
 

Ø Determinar los niveles en suero de la PRL en recién nacidos prematuros con 

y sin ROP a lo largo de las siete primeras semanas después del nacimiento.  

Ø Determinar los niveles en suero de Vi en recién nacidos prematuros con y sin 

ROP a lo largo de las siete primeras semanas después del nacimiento. 

Ø Determinar el efecto de elevar los niveles sistémicos de la PRL sobre la 

vascularización de la retina de ratones recién nacidos normales y de aquellos 

expuestos a altos niveles de oxígeno. 

 

 

VIII. METODOS 
 

VIII.1 ESTUDIO CLINICO 

VIII.1.1 Pacientes 

El estudio fue aprobado por el Comité de investigación del Hospital Fray Antonio 

Alcalde y todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo  con la Declaración 

de Helsinki. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los padres de los 

pacientes que participaron en el estudio. 

Se incluyeron bebés que nacieron con edad gestacional < 35 semanas en el Hospital 

Civil Fray Antonio Alcalde y el Hospital Materno infantil "Esperanza López Mateos" 

de la ciudad de Guadalajara, México, entre febrero del 2012 y enero del 2013. Los 

criterios de exclusión fueron: peso corporal menor a 500 g, tratamiento con algún 

medicamento conocido que afecta la secreción de hipofisiaria de PRL 

(metoclopramida, metildopa, opioides, cimetidina o esteroides postnatales). Ciento 

dieciocho niños se identificaron como candidatos y fueron autorizados para participar. 

Posteriormente 28 pacientes fueron excluidos (15 debido a medicamentos, 7 
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fallecieron antes de llevar a cabo el examen oftalmoscópico, 5 no proporcionaron 

muestras, 1 fue transferido a otro hospital) lo que dejó un total de 90 sujetos de 

estudio.  Todos los niños fueron hospitalizados en la UTIN y recibieron nutrición 

enteral con fórmula estándar y progresión gradual en cantidad de leche materna, 

suplementada en algunos casos con glucosa, aminoácidos y lípidos según las 

indicaciones médicas de acuerdo al estado de salud de cada sujeto de estudio. 

VIII.1.2 Diagnóstico de la ROP  

La ROP se diagnosticó mediante oftalmoscopia indirecta. Se iniciaron revisiones 

semanales a partir de la semana 3 de edad postnatal que corresponde a ≥31 

semanas de edad postmenstrual (suma de la edad gestacional y edad postnatal). 

VIII.1.3 Severidad de la ROP 

Se utilizó la escala de severidad establecida por la Clasificación Internacional de la 

ROP 3.  Brevemente, la clasificación considera tres niveles: 0, ausencia de la 

enfermedad; 1 y 2, enfermedad leve (línea de demarcación y cresta, 

respectivamente); y 3, enfermedad severa (cresta con proliferación fibrovascular 

extraretiniana). Ningún bebé desarrolló etapas 4 o 5 de la ROP. 

VIII.1.4 Obtención de muestras séricas y análisis de PRL, vasoinhibina y VEGF 

Las muestras de sangre (0.5 mL) se obtuvieron semanalmente y se conservaron a -

80ºC hasta su procesamiento. Los niveles de PRL se cuantificaron mediante el 

immunoensayo IMMULITE 2000 XPi  (Siemens, Múnich, Alemania). Los coeficientes 

de variación intra-ensayo e inter-ensayo fueron menores al 1%. La vasoinhibina 

sérica se determinó mediante inmunoprecipitación-Western blot de acuerdo al 

método publicado previamente 34. Brevemente, 50 uL de suero se precipitaron con 2 

uL de antisuero anti-PRL humana [HC1; obtenido y caracterizado como se reportó 

previamente 33,34]. Las muestras se incubaron con el antisuero HC1 durante la noche 

y posteriormente con la  proteína-A-sefarosa (35 uL, Sigma Aldrich, St Louis, MO) 

durante 2 h. Subsecuentemente se les centrifugó y lavó con NET-gel (0.05 M Tris, 

0.15 M NaCl, 5 mMol/l de ácido etilenodiaminotetraacético, 0.1% Nonidet P-40, 0.25%  
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de gelatina de piel bovina, 0.02% de ázida de sodio, pH 8), con NET-gel y SDS al 10% 

y finalmente con 0.05 M Tris y 1% Nonidet P-40, pH8. Cada lavado tuvo una 

duración de 10 min a 4ºC bajo agitación suave y fue seguida de centrifugación a 

9,000 x g por 5 min. El precipitado final se procesó por medio de electroforesis bajo 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando un gel al 15% de acrilamida y 

condiciones reductoras. Las proteínas fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa, bloqueadas con leche al 4% en 0.1% de Tween-20-PBS durante 1 h a 

temperatura ambiente e incubadas durante la noche a 4ºC con 4 ug/mL de 

anticuerpos monoclonales anti-PRL humana (mAb5602, Diagnostic Biochem Canada 

Inc., London, Canada). Estos anticuerpos están dirigidos contra el extremo amino-

terminal de la PRL 35, que es la región de la PRL presente en la vasoinhibina 5,36. La 

reacción con el anticuerpo primario se reveló utilizando anticuerpos secundarios anti-

ratón generados en burro acoplados a fosfatasa alcalina (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA) y un kit de detección colorimétrica (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 

CA).  La cuantificación de la vasoinhibina se realizó mediante densitometría 

utilizando el software de análisis de imágenes Quantity One (Bio-Rad).  

Los niveles séricos de VEGF se cuantificaron por medio de ELISA (Enzime-Linked 

ImmunoSorbent Assay) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)  que reconoce la 

isoforma humana del VEGF-165 tanto natural como recombinante, con un 

coeficiente de variabilidad intra- e inter- ensayo de < 4.7% y < 8.1%, 

respectivamente. 

VIII.2 ESTUDIO EXPERIMENTAL  

VIII.2.1 Ratones 

Todos los procedimientos con animales fueron realizados siguiendo los lineamientos 

éticos de la Asociación para la Investigación en Visión y Oftalmología (ARVO) y 

aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM). Los animales fueron sacrificados por 

inhalación de Bióxido de Carbono y decapitación.  
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Se utilizaron ratones hembra CD1 cruzadas por primera vez que fueron 

monitoreadas diariamente para conocer la fecha y la hora del nacimiento de su 

camada. El día del parto se definió como día posnatal 0 (P0). En el día P1 el número 

de crías fue normalizado a 10 crías por madre.  Se estimó un número similar de 

machos y hembras por camada debido a que en nuestro bioterio la proporción de 

machos: hembras es de 51:49 y la distribución de las madres y camadas por grupo 

se hizo en forma aleatorizada. Sin embargo, el sexo de las crías es una variable 

importante. Si bien se han obtenido resultados controversiales entre el sexo del bebé 

y el desarrollo de la ROP 37, se conoce que el sexo fetal se puede asociar con 

niveles maternos elevados de factores proangiogénicos y proinflamatorios y, por 

ende, que el sexo pudiera influir sobre el desarrollo de la ROP 38. 

VIII.2.2 Evaluación de la vasculatura normal de la retina 

Para poder definir los tiempos adecuados para visualizar el efecto de la PRL sobre la 

vascularización de la retina, inicialmente evaluamos la vascularización normal de la 

retina del ratón a lo largo de los primeros 8 días posteriores al nacimiento. Las 

retinas de 4 a 8 ratones fueron procesadas hacia montajes planos o congeladas 

para evaluar vasos sanguíneos por medio de inmunofluorescencia o RT-PCR tiempo 

real, respectivamente, como se describe mas adelante.  

VIII.2.3 Modelos murinos de antiangiogénesis inducida por hipoxia y pérdida 
de vasos sanguíneos 

En el ratón la retina es esencialmente avascular al momento del nacimiento y, por 

ende, se considera un modelo de la retina de humanos prematuros 39. Los vasos 

sanguíneos se originan a partir del nervio óptico y migran radialmente hasta 

completar la vasculatura en el día P8 40. La exposición a hiperoxia (75% de oxígeno) 

en el ratón neonato suprime la expresión de factores angiogénicos como el VEGF lo 

que limita el crecimiento y sobrevivencia de los vasos sanguíneos de la retina 41. 

Dado que la PRL y la vasoinhibina tienen efectos opuestos sobre la angiogénesis, el 

tratamiento de ratones neonatos con PRL podría resultar en efectos tanto 

angiogénicos como antiangiogénicos. Consideramos que la rápida expansión de los 
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vasos sanguíneos que tiene lugar en la retina bajo condiciones ambientales 

normales de oxígeno facilitaría la detección de acciones antiangiogénicas, mientras 

que posibles efectos proangiogénicos serían mejor visualizados a través de reducir 

la tasa de proliferación vascular mediante la hiperoxia. 

 Ratones recién nacidos y sus madres lactantes fueron expuestos a condiciones de 

hiperoxia (75% de niveles de O2) previamente reportadas como efectivas para 

reducir la angiogénesis y la supervivencia vascular de la retina del neonato 42. Para 

esto la jaula, conteniendo a la madre y su camada, se introdujo dentro de una 

cámara de plexiglass acoplada a un tanque de oxígeno vía un controlador de 

entrada (ProOx 360; BioSpherix, Ltd., Lacona, NY).  Por su parte, ratones recién 

nacidos controles y sus madres lactantes se mantuvieron en sus jaulas bajo aire 

ambiente (normoxia) fuera de la cámara de plexiglass. Se analizó el efecto de la 

hiperoxia y del tratamiento con PRL sobre dos etapas diferentes de vascularización 

retiniana: un estado tardío de P6 a P8 (grupo 1), cuando la tasa de vascularización 

del plexo primario es lenta; y un estadio temprano, de P2 a P5 (grupo 2), cuando el 

plexo vascular primario crece rápidamente 39. La PRL (PRL ovina, Sigma-Aldrich; 2 

µg/g de peso corporal) o el vehículo (0.9% NaCl) se inyectó intra-peritonealmente 

dos veces al día (8 am y 8 pm) de P5 a P8 en el grupo 1 o de P1 a P5 en el grupo 2. 

Las crías se sacrificaron 4 horas después de su primera inyección de PRL o vehículo 

en P8 (grupo 1) o P5 (grupo 2) y los ojos fueron procesados para 

inmunofluorescencia o RT-PCR tiempo real. 

VIII.2.4 Inmunofluorescencia 

Se obtuvieron montajes planos de retinas que se mantuvieron en metanol frío al 

menos 20 minutos antes de la inmunotinción de acuerdo al método descrito 43. Las 

retinas se lavaron varias veces en PBS (pH 7.4) y se permeabilizaron y bloquearon 

con PBS, 1% Tritón X-100, 0.4% albúmina de suero bovino (BSA) y 10% de suero 

normal de cabra durante 48 h a 4ºC. La inmunotinción se realizó durante 48 h a 4ºC 

con una dilución 1:400  del anticuerpo poli-clonal anti-CD31 (ab28364, Abcam PLC, 

Cambridge, UK) diluido en PBS, 1% Tritón X-100 y 0.4% BSA. Al cabo de este 

tiempo las retinas se lavaron tres veces en PBS durante 15 minutos y se incubaron 
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toda la noche con una dilución 1:600 del anticuerpo secundario cabra anti-conejo-

Alexa Fluor 555  (A32732, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) en 

0.3%TritónX-100, PBS. Las preparaciones se lavaron 3 veces en PBS, se montaron 

en laminillas utilizando  Vectashield H-1000 (Vector Laboratories , Burlingame, CA) y 

se almacenaron protegidos de la luz a 4 ºC.  Los montajes planos de retina se 

observaron y digitalizaron a una magnificación  de 10X bajo microscopía confocal 

(Zeiss LSM 780 DUO, Oberkochen, Alemania). Se tomaron varias imágenes hasta 

llegar a una imagen completa de toda la retina. La densidad de la red capilar se 

analizó a través de cuantificar el área fluorescente con respecto al área total de la 

retina mediante el programa Image ProPlus (Versión 7.0.0.591, Media Cybernetics, 

MD, USA). La ausencia de fluorescencia definió las áreas avasculares que se 

cuantificaron en la periferia y la retina central y se expresaron en relación al área 

total de la retina. La evaluación fue realizada por dos observadores cegados al 

experimento en montajes planos de 4 a 13 ratones. 

VIII.2.5 RT-PCR cuantitativo (qRT-PCR) 

El RNA total se aisló utilizando el estuche Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, 

Netherlands). El cDNA se sintetizó utilizando el estuche de retrotranscripción de alta 

capacidad (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los productos de la PCR fueron 

cuantificados utilizando Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo 

Scientific, Auburn, AL) en 10 µl de volumen final de reacción conteniendo una 

concentración 0.5 mM de cada uno de los siguientes pares de oligonucleóticos de 

ratón para CD-31: 5’-ATGACCCAGCAACATTCACA-3’ y 5’-

TCGACAGGATGGAAATCACA-3’; Receptor 2 VEGF (VEGFR2): 5’- 

GCCCTGCCTGTGGTCTCACTAC-3’ y 5’CAAAGCATTGCCCATTCGAT-3’; VEGF: 

5’-CGCGAGTCTGTGTTTTTGCA-3’ y 5’-CAGAGCGGAGAAAGCATTTGT-3’;p53: 5’-

GAGTCACAGTCGGATATCAG -3’ y 5’-AGCAACAGATCGTCCATGCA-3’; y 

hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (Hprt): 5’-

TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3’ y 5’-GTTGAGAGATCATCTCCACC-3’. Las 

condiciones de amplificación fueron de 10 segundos a 95ºC, 30 segundos a la 

temperatura de alineación específica para cada par de oligonucleotidos y 30 
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segundos a 72ºC por 40 ciclos. Los datos de la PCR fueron analizados mediante el 

método 2-ΔΔCT, los ciclos umbrales fueron normalizados con respecto al gen casero 

Hprt para calcular el nivel de expresión de mRNA. Los niveles absolutos de CT Hprt 

fueron similares (P=0.397) entre normoxia (21.38 ± 0.29, n = 8) e hiperoxia (21.7 ± 

0.27, n = 9) y validaron la expresión estable de Hprt y su uso para normalización. La 

expresión de los distintos genes se comparó utilizando 4 a 15 animales por grupo. 

VIII.2.6 PRL Sérica 

Ratones en P5 fueron inyectados utilizando una dosis única de PRL ovina (2 µg/g 

peso corporal) y sacrificados 10 min post-inyección. La PRL ovina se midió 

mediante el bioensayo de las células Nb2, un ensayo convencional que se basa en 

la acción específica que tiene la PRL sobre la proliferación de esta línea celular, y 

fue llevado a cabo de acuerdo al método publicado 44. En ensayo se hizo específico 

para cuantificar a la PRL ovina (vs. la PRL de ratón) a través de bloquear la 

respuesta proliferativa celular mediante una dilución 1:500 de anti-suero anti-PRL 

ovina (IC1, NHPP, Torrance, CA) que no reconoce a la PRL de ratón en este ensayo.  

VIII.2.7 Análisis Estadístico 

El programa Sigma Stat 7.0 (Systat Software, San José, CA) se usó para el análisis 

estadístico de los grupos del estudio clínico. La prueba t de Student y la U de Mann-

Whitney compararon dos grupos con una distribución normal y no normal, 

respectivamente.  El nivel de asociación entre las variables numéricas y categóricas 

se determinó mediante el coeficiente de Pearson y la prueba chi-cuadrada, 

respectivamente.  La prueba de Kruskal-Wallis se empleó como una prueba global 

para evaluar las diferencias longitudinales entre los tres grupos. Las diferencias 

específicas entre los tres grupos se analizaron mediante la ANOVA de una vía 

seguida de la prueba post hoc Bonferroni.  Tablas de contingencia analizadas 

mediante la prueba exacta de Fisher determinaron riesgos relativos.  El análisis de 

regresión logística multivariada mediante el programa MedCalc versión 16 evaluó la 

asociación de diferentes factores de riesgo con la ROP. El análisis estadístico del 

estudio experimental utilizó el software PRISMA 8 (GraphPath Software Inc, San 
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Diego, CA). Las pruebas de Brown-Forsythe y de Bartlett determinaron la 

distribución e igualdad de las varianzas. La ANOVA de dos vías seguida de la 

prueba Tukey post-hoc comparó diferencias entre 4 grupos. Tanto para el estudio 

clínico como para el experimental, el umbral de significancia fue para P<0.05. 

 

IX. RESULTADOS 

IX.1.Estudio Clínico 

La Tabla 1 muestra las características demográficas y clínicas de los pacientes 

estudiados. La ROP se diagnosticó entre las semanas postnatales 3 y 9 (5 ± 1.5 

(EEM) semanas, 95% CI:4.6-5.5) y se observó en 49 (54.4%) de los 90 niños del 

estudio. De éstos últimos, en 27 (55.1%) se encontró un etapa leve de ROP (14 

etapa 1 y 13 etapa 2) y en 22 (44.9%) se encontró un ROP severo (etapa 3). Los 

grupos control y ROP fueron similares en edad gestacional, género, Apgar (5 min 

después del nacimiento), y tiempo de ventilación, pero fueron distintos en el peso al 

nacimiento (Tabla 1). La incidencia de sepsis mostró una tendencia mayor, si bien 

no significativa, en los niños que desarrollaron la ROP (Tabla 1). Los niveles 

circulantes de PRL durante la primera semana postnatal fueron significativamente 

mayores en el grupo que posteriormente desarrolló la ROP comparado al grupo 

control (106.2 ± 11.2 (EEM) vs. 64.7± 4.8 ng/mL, P=0.001). A pesar de que el bajo 

peso al nacer y los altos niveles de PRL estuvieron asociados con la ROP, no existió 

correlación entre el peso al nacimiento y los niveles de PRL cuando se consideraron 

a todos los pacientes (control y ROP; Figura 9b) (r = 0.05, P = 0.63), sugiriendo que 

no existe una relación causal entre el bajo peso al nacer y los niveles de PRL sérica.  
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Tabla 1. Características demográficas y clínicas de los pacientes en el estudio. ROP leve 

corresponde a etapas 1 y 2, ROP severo a la enfermedad en etapa 3. Los valores son 
promedios +/- SEM. CI: intervalo de confianza.  

Tabla 1. Características demográficas y clínicas de la población en estudio.  

 Control 

(n=41) 

95% CI 

 

ROP 

(n=49) 

95% CI P 

Edad gestacional 
(semanas) 

 

30.8 ± 0.3 

 

30.2 - 31.5 

 

30.2 ± 0.3 

 

29.7 – 30.8 

 

0.16a 

Género F n (%) 20 (48.7)  26 (53.1)  0.83b 
Apgar (5 min) 8.28 ± 0.2 7.9 – 8.7 8.22 ± 0.1 8.0 – 8.5 0.77c 
Incubadora 

  

 

 

 

     
(días) 3.53 ± 0.9 1.6 – 5.4 6.54 ± 1.8 2.7 – 10.3 0.22c 
Peso al nacer (g) 1317 ± 34.9 1247 - 1388 1193 ± 35.8 1121- 1265 0.01c 
Sepsis n (%) 29 (70.7)  42 (85.7)  0.11b 

 

Diagnóstico de ROP 
diagnosis 

 (weeks) 

 

30.8 ± 0.3 

 

26 - 33 

 

30.2 ± 0.3 

 

26 - 34 

 

0.13 
(Semanas postnatales)   5 ± 1.5 4.6 – 5.5 

 

 
ROP leve (%)   27 (55.1) 

 

  
ROP grave (%)   22 (44.9)   

      
La ROP leve corresponde a las etapas 1 y 2 de la enfermedad, la ROP grave a la etapa 3 de la enfermedad. CI 
= Intervalo de confianza. Los valores son medias ± SEM. Los valores de P comparan los grupos control y 
ROP y son de t-testa, χ2 testb, and Mann-Whitney U testc. 
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 Figura 9. Niveles séricos más altos de prolactina (PRL) se asocian con la 

incidencia y progresión de la retinopatía del prematuro (ROP). (a) No existe 

correlación (r = 0.05, P = 0.6) entre los niveles séricos de PRL en la semana 1 posnatal 

y el peso al nacer en la población de estudio. (b) Los niveles séricos de PRL en la 

semana 1 posnatal son similares (P = 0,66) entre pacientes con o sin sepsis. Los 

valores son medias ± EE. El número de pacientes (n) se indica dentro de las barras. 

Los niveles séricos de PRL son más altos a lo largo de las edades postnatales (c) y 

postmenstruales (d) de pacientes con ROP (círculos negros) en comparación con 

pacientes sin ROP (círculos blancos). Los valores son medias ± EEM. El número de 
pacientes (n) se indica entre paréntesis. * P <0,04 y ** P <0,005 vs. pacientes sin ROP.  
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A su vez, los niveles de PRL sérica fueron similares entre los pacientes con o sin 

sepsis (P = 0.66; Figura 9b) a pesar de la tendencia de la sepsis a asociarse con la 

ROP.  

Los niveles séricos de la PRL durante la semana posnatal 1 se correlacionaron con 

un mayor riesgo relativo de desarrollar la ROP (Tabla 2). Al comparar los umbrales 

del cuartil de PRL inferior con el del superior, el riesgo relativo aumentó de 1.3 a 

1.95, con un incremento en el riesgo relativo entre cada umbral. En los niveles mas 

altos de PRL, el riesgo de desarrollo de ROP se duplicó (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Niveles séricos de PRL y riesgo relativo de ROP 

PRL sérica (ng/ml)  

en semana postnatal 1 
Riesgo 
relativo  

95% CI P 

> 60 1.33  0.86 - 2.06 0.256 

> 80 1.55  1.06 - 2.28 0.038 

> 100 1.63  1.14 – 2.34 0.023 

> 120 1.95  1.41 – 2.68 0.002 

Los valores de P son tablas de contingencia de formulario analizadas con la prueba exacta de Fisher. 

 

Lo siguiente que se investigó fue si el valor predictivo de la PRL sistémica durante la 

primera semana de vida se asocia con el valor predictivo de las variables de riesgo 

conocidas para el desarrollo de la ROP, esto es: bajo peso al nacer, edad 

gestacional corta, bajo índice Apgar, sepsis, y tiempo prolongado de ventilación 28,45. 

Para esto se realizó un análisis multivariado de regresión donde se ingresaron los 

niveles de PRL de la primera semana de nacimiento junto con los factores de riesgo 

ya descritos (Tabla 3).   
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Tabla 3. Análisis multivariado que muestra la relación de variables independientes con el 
riesgo de ROP en bebés con ROP y controles. 

Variable independiente OR 95% CI  P  
Edad gestacional  0.926 0.624 - 1.375 0.704 

Apgar (5 min) 2.209 0.954 - 5.117 0.064 

Tiempo incubadora 1.037 0.890 - 1.209 0.640 

Peso al nacer 

  

 

 

 

0.999 0.996 - 1.003 0.675 

Sepsis 0.555 0.150 - 2.060 0.379 

PRL 1.016 1.003 - 1.029 0.013 

Los valores de P provienen del análisis de regresión logística condicional multivariada. 

 

Este análisis mostró que los niveles elevados de PRL en la semana posnatal 1 se 

correlacionaron significativamente (P = 0.013) con la ocurrencia de la ROP pero no 

las otras variables independientes (Tabla 3), sugiriendo que los altos niveles 

sistémicos de PRL por si solos son un factor de riesgo para ROP.  Los niveles 

circulantes de PRL fueron mas elevados en el grupo con ROP durante la semanas 1, 

2 y 4 a 7 (Figura 9c). De igual manera, los niveles de PRL se observaron elevados 

en las semanas 30 y 32 a 35 de edad postmenstrual en los bebés con ROP (Figura 

9d). Estos hallazgos sugieren que el tiempo posterior al nacimiento, mas que el 

desarrollo del bebé, es el principal factor que influye sobre los altos niveles 

circulantes de la PRL en la ROP. La ROP fue diagnosticada alrededor de la semana 

5 posnatal (Tabla 1), esto es, alrededor de la semana 35 de edad postmenstrual, los 

niveles de PRL circulantes elevados precedieron y coexistieron con la aparición de 

ROP.  

Los niveles longitudinales de la PRL sérica en diferentes estadios de la ROP (control, 

leve, y severo) se muestran en la (Figura 10).  
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Figura 10. Los niveles de prolactina (PRL) permanecen más altos durante más tiempo 

en la ROP severa vs. leve. Los niveles séricos de PRL a lo largo de la edad postnatal 

(a) y de la edad postmenstrual (b) en pacientes con ROP vs. pacientes sin ROP es 

función de la gravedad de la enfermedad. Los círculos negros y la línea continua 

indican valores de PRL en ROP severa; los círculos negros y la línea discontinua 

indican valores de PRL en ROP leve; y los círculos blancos y la línea discontinua 

indican valores de PRL en pacientes sin ROP. La ROP severa corresponde a la etapa 3 

de la enfermedad y la ROP leve corresponde a las etapas 1 y 2 de la enfermedad. Los 

valores son medias ± EEM. El número de pacientes con ROP severa, leve y sin ROP a 

diferentes edades posnatales son: semana 1 (21,22,37), semana 2 (22,23,35), semana 3 

(21,26,31), semana 4 (19,22,28), semana 5 (20,18,18), semana 6 (14,15,14) y semana 7 

(9,12,12). El número de pacientes con ROP severa, leve y sin ROP a diferentes edades 

postmenstruales son: semana 29 (13,7,7), semana 30 (13,8,12), semana 31 (14,14,15), 

semana 32 (18,20,23), semana 33 (18,24,32), semana 34 (18,24,30) y semana 35 
(14,20,21), semana 36 (11,16,12), y semana 37 (5,10,7). * P <0.04 vs. sin ROP.  

 

La prueba de Kruskal-Wallis mostró valores de P de 0.0001 y 0.0002 a lo largo de la 

edad posnatal y la edad postmenstrual, respectivamente, indicando diferencias 

longitudinales en los "niveles de PRL promedio" entre los tres grupos. La ANOVA de 

una vía con la aplicación del la prueba de corrección de Bonferroni, demostró 
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diferencias significativas entre ROP-leve y el grupo control a las semanas posnatales 

1 y 4, mientras que en el grupo con ROP severo los valores fueron distintos con 

respecto al control en las semanas posnatales 1, 4, 5, y 6 (Figura 10a). Igualmente, 

las diferencias entre ROP-leve y su control fueron significativas únicamente en la 

semana postmenstrual 30, mientras que ROP-severo y el grupo control fueron 

significativamente diferentes en la semana postmenstrual 32, 33, 34 y 35 (Figura 

10b). El hecho de que la PRL sérica fué significativamente mas alta por mayor 

tiempo en el ROP-severo sugiere que los niveles de PRL aumentan con el 

empeoramiento de la enfermedad.  

Posteriormente, medimos los niveles de vasoinhibina en la circulación del grupo 

control y del grupo ROP. Las muestras séricas del grupo control y del grupo ROP 

fueron inmunoprecipitadas para la detección de vasoinhibina en las semanas 

posnatales 1, 2, 4, y 6 y se muestran imágenes representativas del Western Blot en 

la Figura 11. Como era esperado 34, las cadenas ligeras de las moléculas de 

inmunoglobulinas, que tienen una masa de 25 kDa interfieren con la detección de la 

PRL completa que tiene una masa de 23 kDa. Los sueros mostraron proteínas de 14 

y de 16 kDa con inmunoreactividad de PRL (contienen el extremo N-terminal de la 

PRL que es reconocido por el anticuerpo monoclonal utilizado) que podrían 

corresponder a isoformas de la vasoinhibina, cuyo rango en tamaño es de 11 - 18 

kDa y que contienen la región N-terminal de la PRL 36. El valor densitométrico 

combinado de las dos vasoinhibinas medidas en la primera semana posterior al 

nacimiento fueron significativamente mas alto (P = 0.03) en niños que 

posteriormente desarrollaron ROP comparado con pacientes control (Figura 11a).    
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Figura 11. Los niveles de vasoinhibina se encuentran elevados durante la primera 

semana post-nacimiento en pacientes con ROP. Western blots representativos que 

evalúan a vasoinhibinas (Vi) en muestras de suero de tres pacientes sin ROP (control) 

y tres pacientes con ROP en las semanas postnatales 1 (a), 2 (b), 4 (c) y 6 (d). Las 

muestras de suero se inmunoprecipitaron con un antisuero anti-PRL y se analizaron 

por Western blots revelados con un mAb anti-Prolactina (PRL) que reacciona con el 

extremo N-terminal de la hormona. Los números en el lado izquierdo indican la masa 

molecular de la PRL completa (23 kDa) y de vasoinhibinas de 18, 16 y 14 kDa. Los 

gráficos de barras a la derecha muestran los valores densitométricos combinados 

(medias ± EEM) de las dos isoformas de vasoinhibina (16 y 14 kDa) detectadas en 

pacientes que desarrollaron ROP, expresadas como un porcentaje de las presentes en 

el grupo de control. El número de pacientes se indica dentro de las barras. * P <0.03 
vs. control.  
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En contraste, las concentraciones de las dos vasoinhibinas fueron similares entre el 

grupo control y el grupo con ROP en la semanas postnatales 2 ( P = 0.08), 4 (P = 

0.84) y 6 (P = 0.83) (Figura 11b, c). Estos hallazgos sugieren que la vasoinhibina 

sistémica aumenta durante la primera semana del nacimiento en asociación con el 

desarrollo posterior de la ROP.  

El VEGF se encuentra presente en la circulación de los neonatos 46, aumenta en el 

vítreo de los pacientes con ROP 47, y posee un papel crucial en el desarrollo y la 

progresión de la ROP 28-30. Sin embargo, en el presente estudio, el grupo control y el 

grupo de ROP presentaron niveles circulantes similares de VEGF a lo largo de las 6 

semanas de edad posnatal (Figura 12). 

 

Figura 12. 	Los niveles séricos de VEGF no cambian en pacientes con ROP. Niveles 

séricos de VEGF (medias ± EEM) evaluados por ELISA en pacientes sin ROP (círculos 

blancos) y ROP (círculos negros) en las semanas postnatales 1, 2, 4 y 6. El número de 
pacientes se indica entre paréntesis.  
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IX.2.Estudio experimental  

La inmunotinción de los vasos sanguíneos de montajes planos de retina confirmó el 

patrón de desarrollo de la vasculatura del ratón recién nacido 40	(Figura 13a).  

	

Figura 13. a. Desarrollo de vasculatura retiniana del ratón en preparaciones de 

montaje plano de retina marcadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra 

CD-31. Montajes planos  representativos obtenidos de ratones el día del nacimiento 

[día posnatal 0 (P0)] y en  P2, 4, 6 y 8. La escala corresponde a 500 µm. b. Área de la 

retina que contiene la señal de fluorescencia vascular en relación a la área total de la 

retina. c. Valoración mediante qRT-PCR de los niveles del ARNm de CD-31 en retinas 

de P0 a P8. Los valores representan la media ± EEM. Los números dentro de las 
barras indican el número de retinas evaluadas, cada una de un animal independiente.  

	

La retina del ratón prácticamente carece de vasos sanguíneos al nacer (P0). La red 

vascular primaria se origina en la cabeza del nervio óptico, migra radialmente hasta 

abarcar la mitad de la superficie interna de la retina en P4 y alcanza la periferia 

alrededor del P8 (Figura 13a). La cuantificación del área vascular de la retina (Figura 
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13b) y del nivel de expresión del marcador del endotelio vascular, CD-31, (Figura 

13c) confirmaron estas diferencias y validaron el uso de ambos parámetros para 

evaluar la vascularización de la retina neonatal en el ratón.  

De los hallazgos anteriores, seleccionamos una etapa tardía y una temprana para 

estudiar si el tratamiento con PRL modifica la vascularización de la retina bajo 

hiperoxia y normoxia. En la etapa tardía (P6 a P8), cuando la vascularización se 

lentifica a medida que los nuevos vasos sanguíneos alcanzan la periferia retiniana, 

las camadas fueron expuestas a hiperoxia o normoxia y recibieron dos inyecciones 

diarias de PRL o vehículo del P5 al P8.  Los animales se sacrificaron en P8. Se 

verificó la eficacia del tratamiento con PRL para inducir hiperprolactinemia a través 

de evaluar los niveles de PRL en un grupo de ratones en P5 sacrificados 10 minutos 

después de recibir una sola inyección de PRL. El tratamiento con PRL elevó los 

niveles séricos de la hormona a 726 ± 63 ng/ml (n = 9). Debido a que la vida media 

de la PRL es de alrededor de 40 minutos 48, estimamos que las inyecciones de PRL 

durante los dos días mantendrían valores de hiperprolactinemia (> 20 ng/ml) al 

menos durante 8 horas cada día. 

La exposición a hiperoxia de P6 a P8 interfirió con la vascularización de la retina 

periférica retiniana y produjo la pérdida de vasos sanguíneos en la retina central 

(Figura 14a). 
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Figura 14. La PRL reduce la inhibición inducida por la hiperoxia de la angiogénesis 

retiniana en el día postnatal (P) 8. a. Micrografías representativas que muestran la 

vascularización en montajes planos de retina de ratones recién nacidos expuestos a 

normoxia (N) o hiperoxia (H) del P6 al P8 y sometidos al tratamiento sistémico con 

PRL (PRL) o vehículo (V) de P5 a P8. Los vasos sanguíneos se revelaron mediante 

inmunofluorescencia con un anticuerpo contra CD-31, un marcador de células 

endoteliales. La escala denota 500 µm. Se indican las áreas avasculares periféricas 

(flecha) y centrales (punta de flecha). b. Área de la retina que contiene la señal de 

fluorescencia vascular en relación al área total de la retina. Valoración de la 

vasculatura basada en la cuantificación por RT-PCR de los niveles del ARNm de CD-

31 (c), VEGF (d) y VEGFR2 (e) en retinas en P8. Los valores representan la media ± 

EEM. Los números dentro de las barras indican el número de retinas evaluadas, cada 

una de un animal independiente.  

 

Estos cambios representaron reducciones del 53% y 72% en el área vascular 

retiniana (Figura 14b) y en la expresión de CD-31 (Figura 14c), respectivamente. El 

tratamiento con PRL no modificó la vascularización de la retina bajo normoxia, pero 

redujo la inhibición del crecimiento vascular inducida por la hiperoxia (Figura 14a), de 
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modo que bajo hiperoxia, el área vascular retiniana total aumentó y los niveles de 

expresión de CD-31 fueron más altos que en los controles tratados con vehículo 

(Figura 14b, c). Además, la PRL estimuló la expresión retiniana del VEGF y del 

receptor 2 del VEGF (Figura 14e) bajo hiperoxia pero también bajo condiciones de 

normoxia. 

§ La PRL redujo la pérdida de vasos sanguíneos inducida por la hiperoxia 
en la retina periférica de ratones neonatos en P8 

La localización del efecto de la PRL se estudió en P8 a través de cuantificar las 

áreas avasculares de la retina (Figura 15). El tratamiento con PRL redujo el área 

avascular de la retina (Figura 15a), esencialmente a expensas de la retina periférica, 

donde la avascularidad fue significativamente menor que en el grupo control tratado 

con vehículo (Figura 15b). El área avascular central de la retina no fue diferente 

entre los animales tratados con PRL y con vehículo (Figura 15c). No obstante, se 

conoce que la avascularidad de la retina central en respuesta a la hiperoxia se debe 

a la regresión por apoptosis de los vasos sanguíneos 49,50 y la PRL inhibió el efecto 

estimulador de la hipoxia sobre la expresión del factor pro-apoptótico p53 (Figura 

15d). 
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Figura 15. La PRL reduce la inhibición de la angiogénesis periférica en respuesta a la 

hiperoxia en el día posnatal (P) 8. Área retiniana total (a), periférica (b) y central (c) que 

carecen de la señal de fluorescencia vascular en relación al área total de la retina. Los 

vasos sanguíneos se revelaron mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo 

contra CD-31, un marcador de células endoteliales, en montajes planos de retina de 

ratones recién nacidos expuestos a hiperoxia (H) o normoxia (N) del P6 a P8 e 

inyectados sistemicamente con PRL (PRL) o vehículo (V) del P5 a P8. d. 

Cuantificación por qRT-PCR de los niveles del ARN mensajero del factor 

proapoptótico p53. Los valores representan la media ± EEM. Los números dentro de 

las barras indican el número de retinas evaluadas, cada una de un animal 
independiente.  
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§ La PRL redujo la pérdida de vasos sanguíneos inducida por hiperoxia en 
la retina central de ratones neonatos en P5 

En la etapa temprana (P1 a P5), cuando los capilares retinianos están creciendo 

rápidamente 40, las camadas fueron expuestas a hiperoxia o normoxia del P2 al P5 y 

recibieron dos inyecciones diarias de PRL o vehículo antes (en P1) y durante la 

exposición a hiperoxia / normoxia. La hiperoxia causó la pérdida de capilares en la 

retina central, pero su influencia en la vascularización periférica no fue evidente 

(Figura 16a). 

 

Figura 16. La PRL reduce la pérdida de vasos sanguíneos inducida por la hiperoxia en 

la retina central en el día postnatal (P) 5. a. Micrografías representativas que muestran 

la vascularización de montajes planos de retinas en ratones recién nacidos expuestos 

a normoxia (N) o hiperoxia (H) de P2 a P5 y sometidos al tratamiento sistémico con 

PRL (PRL) o vehículo (V) de P1 a P5. Los vasos sanguíneos se marcaron por 

inmunofluorescencia con un anticuerpo contra CD-31. La escala denota 500 µm. Se 

indican las áreas avasculares periféricas (flecha) y centrales (punta de flecha). b. Área 

de la retina con señal de fluorescencia vascular en relación al área total de la retina. 

Área retiniana total (c), periférica (d) y central (e) que carecen de la señal de 

fluorescencia vascular en relación al área total de la retina. Los valores representan la 
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media ± EEM. Los números dentro de las barras indican el número de retinas 
evaluadas, cada una de un animal independiente. 

 

El área central afectada representa una pequeña proporción (12 ± 3.4%) de toda la 

retina (Figura 16e). No hubo diferencias en la vascularización (Figura 16b) y la 

avascularidad (Figura 16c) de toda la retina y en la avascularidad de la retina 

periférica (Figura 16d) entre las condiciones de hiperoxia y normoxia en ausencia o 

presencia de PRL. Sin embargo, el tratamiento con PRL redujo la pérdida de vasos 

sanguíneos inducida por la hiperoxia en la retina central, de modo que el área 

avascular retiniana central por efecto de la PRL (Figura 16 a y e). 
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X. DISCUSIÓN  

El estudio clínico evaluó los niveles circulantes de la hormona proangiogénica PRL y 

de su metabolito antiangiogénico (vasoinhibina) antes y durante la manifestación 

clínica de la ROP. Encontramos que la PRL se incrementa significativamente tanto 

antes como durante la ROP, mientras que las vasoinhibina solo se eleva antes de la 

ROP, lo que muestra una alteración del eje PRL/vasoinhibina consistente con la 

promoción de las fases avascular inicial y vascular tardía de la enfermedad. Estos 

hallazgos sugieren que la determinación sérica de la PRL y de la vasoinhibina 

durante la primera semana de vida tiene valor en la predicción de la ROP y que 

estas hormonas participan en la progresión de la enfermedad en función de sus 

acciones opuestas sobre la angiogénesis ocular. 

La PRL se eleva progresivamente en la sangre tanto materna como fetal durante el 

embarazo y alcanza valores máximos (alrededor de 200 ng/mL) al término del mismo 
51,52. Además, la decidua produce PRL que se acumula en el líquido amniótico en 

niveles 10 a 100 veces mayores a los presentes en la circulación de la madre o en la 

circulación fetal 53. Por su parte, la placenta humana procesa a la PRL hacia 

vasoinhibina 34 y la vasoinhibina está presente tanto en la circulación materna como 

en el líquido amniótico al fin de la gestación 34. Los bebés prematuros poseen 

niveles circulantes menores de PRL en comparación con los bebés a término y ésta 

diferencia desaparece entre el día posnatal 4 y la semana posnatal 6, momento en 

que los valores de PRL se reducen en el bebé a término, pero no en los bebés 

prematuros.   

Nuestro trabajo confirma la hiperprolactinemia sostenida reportada durante las 

primeras 6 semanas de vida en los bebés prematuros y muestra que los niveles de 

PRL son aún mayores en los bebés prematuros que eventualmente desarrollarán 

ROP. El genero, la edad gestacional, el Apgar, la sepsis y el tiempo de ventilación, 

no parecen estar correlacionados con los niveles de PRL ya que todos estos 

parámetros fueron similares entre los pacientes con y sin ROP. A su vez, el valor de 
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la PRL sérica durante la primera semana de vida no se correlacionó con el peso al 

nacimiento ni con la presencia de sepsis,  lo que sugiere que el aumento de PRL 

circulante que tiene lugar en los pacientes que desarrollarán ROP no depende del 

crecimiento fetal ni del estrés ocasionado por la sepsis.  La falta de correlación entre 

el nivel circulante de la PRL y el peso al nacimiento, sexo, y Apgar no es inesperada 
54, pero niveles bajos de PRL han sido asociados con la necesidad de administrar 

respiración asistida en neonatos prematuros 55. En este contexto, la edad 

gestacional, el peso al nacimiento, la sepsis, el Apgar y la duración de la ventilación 

son factores de riesgo conocidos para el desarrollo de la ROP 28,45. Sin embargo, el 

ajuste de estas variables a través del análisis de regresión logística mostró que el 

nivel de PRL durante la primera semana de vida fue la única variable independiente 

asociada con la ROP en nuestro estudio. Además, el riesgo relativo de ROP a lo 

largo de las categorías del cuartil de la PRL fue lineal, v.gr. se observaron 

diferencias estadísticas con cada incremento en los valores umbral de la PRL y el 

cuartil superior mostró el doble del riesgo de desarrollar la ROP. De acuerdo a este 

análisis se sugiere que la PRL por si misma es una variable predictiva de riesgo para 

la ROP.  

De hecho, valores sistémicos elevados de PRL pudieran impactar la aparición y la 

progresión de la ROP. Los niveles de la PRL fueron significativamente mayores en 

los pacientes con ROP que en el grupo control durante la primera (vasoinhibitoria) y 

la segunda (vasoproliferativa) fases del padecimiento, esto es en la semanas 

postmenstruales 30 y 32 a la 35, respectivamente. Además, los niveles de PRL 

permanecieron elevados por un tiempo mayor en pacientes con estado severo que 

con el estado leve de la enfermedad, implicando que los niveles de PRL aumentan 

conforme la enfermedad empeora. Debido a que la PRL puede tanto inhibir como 

estimular la proliferación y la regresión de los vasos sanguíneos, sus niveles 

elevados en pacientes con ROP pudieran contribuir tanto a la fase proliferativa como 

a la fase inhibitoria del padecimiento. Los efectos opuestos sobre la angiogénesis se 

explican a través del eje de PRL/ vasoinhibina. La PRL estimula la vascularización 

pero puede ser proteolíticamente modificada a vasoinhibina, un fragmento de la PRL 

con efectos antiangiogénicos. La conversión de PRL a vasoinhibina tiene lugar en la 
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hipófisis y en los órganos blanco, donde la PRL y la vasoinhibina activan distintos 

complejos de receptores y vías de señalización para estimular e inhibir el crecimiento 

y la supervivencia de los vasos sanguíneos 5,36. 

La vasoinhibina (isoformas de 14 y 16 kDa) se detectaron en todas las muestras 

sanguíneas de los niños prematuros, tal vez debido a que los altos niveles de la PRL 

circulante durante el periodo neonatal favorecen su generación. Sin embargo, a 

pesar de que los niveles de PRL fueron mas altos durante la ROP, la vasoinhibina 

aumentó significativamente únicamente durante la primera semana de vida postnatal 

que corresponde a la fase inhibitoria de la ROP. Lo anterior sugiere que en la fase 

temprana de la enfermedad se favorece el corte de la PRL a vasoinhibina y que la 

vasoinhibina, entonces generada, puede contribuir a la interrupción y regresión de la 

vasculatura normal que da lugar al inicio de la enfermedad.  

La neutralización de la vasoinhibina mediante la administración intravítrea de 

anticuerpos anti-PRL reduce la regresión vascular mediada por apoptosis de los 

vasos hialoideos en ratones neonatos 33 y la transferencia génica de vasoinhibina 

utilizando vectores adenovirales inhibe la angiogenesis en el modelo de la ROP en el 

ratón 56. Además, la expresión de metaloproteasas de matriz (MMP) 2 y 9 aumenta 

en el ojo antes de la fase vasoproliferativa del modelo experimental de la ROP en el 

ratón 57,58 y varias MMP, incluyendo la MMP-2 y la MMP-9 procesan a la PRL a 

vasoinhibina 59. La catepsina D, que también genera a la vasoinhibina 35, está 

presente en varios compartimentos oculares 60 y disminuye en la circulación de 

pacientes con retinopatía diabética 61. El hecho de que la vasoinhibina no aumente 

durante la fase vasoproliferativa de la ROP, sugiere que la actividad de las proteasas 

de PRL disminuye en ésta segunda fase y que, a la par de los niveles elevados de la 

PRL, favorece la acción proangiogénica de la PRL. 

El estudio clínico presentó varias limitaciones. El número analizado de pacientes con 

ROP y sin ROP fue pequeño y presentó características clínicas y demográficas 

similares, lo cual posiblemente enmascaró el impacto de los factores de riesgo 

conocidos sobre el desarrollo de la ROP. Si bien, las asociaciones del riesgo relativo 

son robustas, el análisis utilizando cortes de cuartiles específicos impide relacionar 
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niveles específicos de PRL con el riesgo. A su vez, el número reducido de pacientes 

posterior a la estratificación de ROP y la falta de pacientes con mayores niveles de 

severidad (estadio 4 y 5) limitaron el poder estadístico requerido para realizar 

afirmaciones definitivas en relación a la progresión de la enfermedad. Otra 

importante limitación de nuestro trabajo fue la ausencia de un ensayo cuantitativo 

para medir a la vasoinhibina. El ensayo de quimioluminiscencia inmunométrico 

empleado para medir PRL esencialmente mide esta hormona pero no a la 

vasoinhibina, debido a que la vasoinhibina tienen poca (<10%) inmunoreactividad en 

éste y en otros inmuno-ensayos cuantitativos de PRL 62. Ante la ausencia de un 

ensayo cuantitativo para determinar a la vasoinhibina, sus niveles séricos solo 

pueden ser detectados semi-cuantitativamente por inmunoprecipitación seguida de 

Western-blot y densitometría. Esta metodología reveló vasoinhibinas de 14 y 16 kDa, 

que son las isoformas de la vasoinhibina mejor caracterizadas 5,36. Sin embargo, 

diferencias pequeñas, pero significativas pudieran haber escapado la detección con 

esta técnica. Finalmente, si bien la incorporación de la PRL circulante al ojo 63,64 y 

sus efectos sobre la vasculatura 7,56,63,65,66 y el tejido neural 67 de la retina de 

animales adultos ya se han mostrado, no existe suficiente información de estos 

procesos  en el neonato. El estudio del efecto de elevar los niveles circulantes de la 

PRL sobre el desarrollo vascular de la retina en ratones neonatos podrían aclarar 

muchos de estos conceptos.  

El desarrollo de la vasculatura de la retina en los roedores recién nacidos constituye 

un buen modelo para estudiar el efecto de factores angiogénicos y antiangiogénicos 

ya que este proceso puede ser fácilmente visible y se puede modificar en períodos 

cortos de tiempo. Además, estudiar la regulación del desarrollo vascular de la retina 

es de importancia en el contexto de las retinopatías donde la excesiva 

vascularización de la retina es causa de ceguera. El eje PRL/vasoinhibina 

representa un sistema eficiente para la regulación de los vasos sanguíneos oculares 

de roedores adultos 31 pero hay poca información sobre su influencia en la condición 

neonatal. Este trabajo de tesis muestra que el tratamiento con PRL estimula la 

proliferación y supervivencia de los vasos sanguíneos de la retina del ratón recién 

nacido expuesto a altos niveles de oxígeno. Esta observación sugiere que la PRL 
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puede participar promover la angiogénesis fisiológica y patológica de la retina 

neonatal. 

La cuantificación de las áreas vasculares y avasculares de la retina de los ratones 

recién nacidos expuestos a hiperoxia durante solo dos días (de P6 a P8) mostró una 

reducción de la angiogénesis periférica y la pérdida de vasos sanguíneos centrales. 

Estas lecturas nos permitieron mostrar que la administración sistémica de PRL 

reduce el efecto de la hiperoxia a través de promover el crecimiento de los vasos 

radiales interrumpidos por la hiperoxia, de modo que, bajo el tratamiento con la PRL, 

los vasos sanguíneos alcanzaron el borde de la retina en P8 como ocurre bajo 

normoxia. La acción proangiogénica de PRL fue también cuantificada a través de 

evaluar la expresión de CD-31, un marcador de células endoteliales que aumenta 

con la densidad vascular, y la expresión retiniana del factor angiogénico VEGF y de 

su receptor 2. 

Estos hallazgos son consistentes con evidencias que muestran que la PRL 

promueve indirecta y directamente la angiogénesis a través de inducir la síntesis de 

VEGF y la estimulación de la proliferación, migración y capilarización de células 

endoteliales a través de la activación de diferentes vías de señalización, incluida su 

vía canónica JAK2-STAT5 5,31. Sin embargo, la PRL también estimuló la expresión 

de VEGF y del VEGFR2 bajo condiciones de normoxia, cuando esta hormona no 

modificó la angiogénesis retiniana. La razón de esta discrepancia no es clara, pero la 

falta de efecto de PRL sobre la angiogénesis puede estar relacionada con el alto 

nivel de vascularización retiniana que ocurre en la retina en desarrollo bajo 

condiciones de oxígeno ambiental. La PRL estimula la angiogénesis en la membrana 

corioalantoidea del embrión de pollo en el estado de no-crecimiento de los vasos 

sanguíneos pero no en su estado proliferativo 68,69. Además, en una etapa anterior 

del desarrollo de la retina (P2 a P5), cuando el plexo vascular se expande 

rápidamente, la exposición a la hiperoxia ocasiona la regresión de los vasos 

centrales de la retina pero no interrumpe la angiogénesis periférica. Hasta donde 

sabemos, este es el primer reporte que aborda el efecto a corto plazo de la hiperoxia 

antes de P7. Nuestros hallazgos muestran que, en el ratón, la angiogénesis retiniana 
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es resistente a la acción de factores ambientales externos (PRL e hiperoxia) pronto 

después del nacimiento durante la fase vasoproliferativa más activa. 

El efecto estimulador de la PRL sobre el VEGF y VEGFR2 bajo condiciones de 

normoxia pudiera asociarse con otras acciones biológicas. El VEGF señaliza a 

través del VEGFR2 para promover la supervivencia vascular y neuronal en la retina 

en desarrollo 70; la PRL es un factor de supervivencia para diferentes células de la 

retina, incluidos los fotorreceptores 67 y el epitelio pigmentario 71; y la PRL parece 

promover la supervivencia de los vasos sanguíneos en la retina central después de 

exposición a hiperoxia (resultados de esta tesis). La hiperoxia promueve la regresión, 

vía apoptosis, de los vasos sanguíneos en el centro de la retina debido al daño 

oxidativo directo 50 e, indirectamente, debido a la regulación negativa de VEGF 49. El 

tratamiento con PRL (de P5 a P8) reguló a la baja la expresión retiniana del factor 

antiapoptótico p53 y estimuló la expresión de VEGF, que sin embargo no rescató la 

pérdida de la vasculatura central. Sin embargo, el tratamiento con PRL redujo la 

pérdida de vasos sanguíneos inducida por la hiperoxia en una etapa anterior (de P2 

a P5). En conjunto, nuestros hallazgos muestran que el tratamiento con PRL 

estimula el crecimiento y la supervivencia de los vasos sanguíneos en la retina en 

desarrollo después del nacimiento. 

A diferencia del recién nacido, la hiperprolactinemia inhibe los vasos sanguíneos 

retinianos en el adulto. El aumento de los niveles circulantes de PRL previene la 

vasopermeabilidad excesiva inducida por VEGF y la diabetes en la retina de la rata a 

través de promover la acumulación de vasoinhibina en la retina 63. La terapia génica 

de vasoinhibina administrada intravitrealmente reduce la vasopermeabilidad 

retiniana en respuesta a VEGF y la diabetes en la rata 66 y la angiogénesis en el 

modelo de angiogénesis retiniana inducida por isquemia en el ratón 56. Por lo tanto, 

el hecho que el tratamiento con PRL promueva y no inhiba la angiogénesis de la 

retina neonatal sugiere que el procesamiento de PRL a vasoinhibina pudiera estar 

disminuido en la retina en desarrollo. Estudios recientes de nuestro laboratorio 

compararon la actividad de la catepsina D, una aspartil endoproteinasa ácida que 

convierte a la PRL a vasoinhibina en los gránulos de secreción de las células 
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productoras de PRL de la hipófisis anterior 72, entre extractos de retina de ratones en 

P8 y de ratones adultos. Encontraron que la conversión de PRL a vasoinhibina 

debida a la catepsina D disminuye en la retina del ratón recién nacido con respecto a 

la del ratón adulto. Estos hallazgos son consistentes con una menor generación de 

vasoinhibina en la retina neonatal. Esta posibilidad tiene sentido si se considera que 

el nivel de factores antiangiogénicos sería más bajo durante la fase neonatal de 

activa vascularización y mas alta durante el estado de reposo vascular de la retina 

adulta. El estudio de los niveles retinianos de la PRL y vasoinhibina de ratones 

recién nacidos y adultos ayudará a aclarar esta suposición.  

Una pregunta importante es si la PRL podría desempeñar un papel fisiológico como 

promotor del desarrollo vascular retiniano postnatal en ratones. Esta posibilidad se 

ve desafiada por el hecho de que en los roedores, en contraste con los humanos, la 

glándula pituitaria apenas produce PRL después del nacimiento 73 y la PRL sérica es 

indetectable durante la primera semana de vida postnatal 74. Sin embargo, la 

ausencia de PRL sistémica en roedores puede compensarse con PRL local 

producida en la retina. El ARNm y la proteína PRL se encuentran en neuronas, 

células gliales 75 y células endoteliales 76 de la retina de la rata. Las implicaciones 

fisiológicas de nuestro trabajo deberán apoyarse en  estudios futuros que evalúen la 

expresión local de PRL y de su receptor en la retina de los roedores recién nacidos y 

el grado del desarrollo vascular de la retina en ratones neonatos nulos para el 

receptor PRL. 

La extrapolación directa de los hallazgos experimentales a pacientes con ROP 

también es limitada. La retina del ratón recién nacido bajo hiperoxia es un modelo de 

retina prematura pero no un modelo de ROP. La mayoría de los bebés prematuros 

están expuestos a la hiperoxia, pero no todos desarrollan ROP, lo que ilustra la 

mayor vulnerabilidad de la retina debida a la enfermedad. La patogénesis de la ROP 

conceptualiza como una detención del desarrollo vascular retiniano normal debido al 

parto prematuro (la fase avascular) que produce hipoxia y conduce a la angiogénesis 

retiniana excesiva (la fase vascular), el deterioro de la visión y eventual 

desprendimiento de la retina. El efecto de la PRL promoviendo la proliferación y 
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supervivencia de los vasos sanguíneos en la retina del ratón recién nacido bajo 

hiperoxia sería consistente con un efecto protector capaz de contrarrestar la fase 

avascular de la ROP. Sin embargo, el hecho de que niveles más altos de PRL son 

una variable de riesgo para la ROP 9, sugiere que el efecto proangiogénico de la 

PRL no protege contra la enfermedad. El que la acción de la PRL difiera entre 

roedores y humanos no es inesperado. La PRL sistémica, indetectable en roedores 

recién nacidos, está marcadamente elevada en pacientes prematuros con y sin ROP. 

Además, la conversión proteolítica de PRL a vasoinhibina que puede reducirse en 

ratones recién nacidos 77 es elevada en humanos con ROP durante la fase avascular 

pero no en la fase vascular de la enfermedad 9. De este modo, en contraste con la 

menor generación de vasoinhibina capaz de promover la vascularización activa de la 

retina en ratones neonatos, altos niveles de vasoinhibina se generan en pacientes 

con ROP durante la fase avascular que pudieran promover dicha fase a través de 

contrarrestar el efecto protector proangiogénico de la PRL . 

En resumen, nuestros hallazgos apoyan la angiogénesis retiniana como blanco de 

acción del eje PRL/vasoinhibina durante el desarrollo postnatal temprano. Se 

necesita más investigación para comprender dónde y cómo se generan e interactúan 

mecánisticamente la PRL y la vasoinhibina para influir sobre la vascularización 

fisiológica y patológica de la retina del recién nacido. 
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