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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 ug/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



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 retinopatia del prematuro (ROP) es una enfermedad neovascular
de la retina que puede producir ceguera. La hormona prolactina (PRL) esta surgiendo
como un regulador importante de los vasos sanguineos oculares. La PRL estimula el
crecimiento de los vasos sanguineos (angiogénesis) pero adquiere propiedades
antiangiogénicas mediante su procesamiento proteolitico 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
relacion con la incidencia y la progresion del padecimiento en un estudio clinico.
Encontramos que los niveles de la PRL son mas altos en ROP, lo que nos llevo a
investigar si  la elevacion 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 oxigeno.

Métodos: Se realizé un estudio clinico 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 oxigeno o
normoxia desde el dia postnatal (P) 6 a P8 (grupo 1) o desde P2 a P5 (grupo 2). Se
inyectd PRL (2 ug / g i.p. dos veces al dia) o vehiculo de P5 a P8 en el grupo 1y de
P1 a P5 en el grupo 2.

Resultados: Los niveles de PRL fueron mas 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 diagnostico 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 ventilacion, se correlacionaron con la aparicion de la ROP. El
riesgo relativo (RR) de desarrollar ROP aumento en relacion 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), 0 120 ng / ml (RR = 1.95, IC 95%: 1.41-2.68) de la hormona. Los niveles
circulantes de vasoinhibina fueron 39.7% mas altos (IC 95%: 4.5-77.5) en la
circulacion 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 inhibicion del crecimiento de los
vasos sanguineos y el aumento de la regresion vascular inducida por la hiperoxia en
la retina de ratones neonatos, como lo revel6 el marcaje inmunohistoquimico de los

vasos sanguineos y la expresion de marcadores de angiogénesis y apoptosis.

Conclusiones: Niveles altos de PRL y vasoinhibina sérica predicen y pueden afectar
la progresion de la ROP. La PRL estimula la angiogénesis de la retina neonatal y este
efecto podria influir sobre la vascularizacion fisiologica y patologica del 6rgano en esta

fase del desarrollo.
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I. INTRODUCCION

La retinopatia 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 publica, sobre todo en los paises en vias de desarrollo *

en los que se
reconoce como la principal causa de ceguera no reversible en la poblacion infantil .
La ROP ocurre cuando el desarrollo de la vasculatura ocular es incompleto y
afectado por condiciones que resultan en su excesiva permeabilidad y proliferacion
vascular que conlleva al desprendimiento de la retina y pérdida visual. La
fisiopatologia de la ROP se explica por la existencia de dos fases secuenciales en el
desarrollo vascular: la fase | en la que el crecimiento de la vasculatura retiniana
disminuye o se detiene y algunos vasos se pierden debido a la prematurez. La fase
Il en la que, a consecuencia de la menor vascularizacion, se genera hipoxia que
estimula la angiogénesis y la permeabilidad vascular. La etiologia de la ROP es
multiple 2 pero el factor determinante es la neovascularizacién de la retina inducida
por hipoxia . La exposicion a altos niveles de oxigeno durante la estancia en terapia
intensiva neonatal interfiere con la formacion fisiologica de los vasos sanguineos
retinianos y provoca la muerte y obliteracion de la vasculatura existente lo que deriva
en un cuadro de hipoxia local . La hipoxia induce la proliferacion en la retina de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) a través de estimular la expresion 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 sanguineos invaden y sangran en el vitreo
produciendo una membrana fibrovascular que llega a ocasionar el desprendimiento

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

Ademas de los niveles de saturacion de oxigeno, 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 desnutricion, la infeccion perinatal, la baja
ganancia de peso postnatal y los bajos niveles del factor de crecimiento tipo insulina
1 % Existe una relacion 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 presentaran algin grado de ROP “ y, de estos,
el 28.8% requerira tratamiento para evitar la ceguera y el 6% progresara a los

estados de ROP mas avanzados *

por lo que es muy importante contar con
instrumentos prondsticos que puedan auxiliar sobre la necesidad o no de aplicar los

tratamientos en cuestion.

La PRL se presenta como un regulador eficiente de los vasos sanguineos, ya que es
capaz tanto de estimular como de inhibir el crecimiento vascular . Estos efectos
opuestos resultan del corte proteolitico 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 dilatacion, la
permeabilidad y la supervivencia de los vasos sanguineos °. La generacién de la
vasoinhibina ocurre en el hipotalamo, la hipdfisis y a nivel de sus 6rganos blanco lo
que define al eje PRL/vasoinhibina como un nuevo eje enddcrino. Este eje
contribuye al mantenimiento de la avascularidad corneal °, regula la vascularizacién
normal de la retina ’, y se altera en las retinopatias vasoproliferativas como la

retinopatia diabética ® y la ROP.

El proposito de este trabajo fue analizar la posible influencia del eje
PRL/vasoinhibina en la fisiopatologia de la ROP. Para lo cual, dividimos nuestro
estudio en dos rubros, un estudio clinico en donde evaluamos los niveles circulantes
de la PRL y la vasoinhibina en relacion 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
circulacion, consideramos importante investigar, en un segundo rubro, si la elevacion
de la PRL circulante modifica la vascularizacion de la retina de ratones recién
nacidos expuestos a alto oxigeno. Nuestro trabajo propone que la hormona PRL y su
metabolito, la vasoinhibina tienen la potencialidad de ser desarrolladas como nuevas

herramientas pronésticas y terapéuticas de la ROP °.
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A continuacion se revisan aspectos generales de la anatomia y fisiologia ocular, del
desarrollo y diferenciacion de la retina, de la fisiopatologia de la ROP y del eje

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

. ANTECEDENTES

1.1 EL GLOBO OCULAR HUMANO

11.1.1 ANATOMIA BASICA

El ojo, o globo ocular, es el principal érgano de la vision. Cada uno de los globos
oculares ocupan una cavidad 6sea llamada Orbita, el volumen de cada orbita es de
aproximadamente 30 cm® y ésta tiene la funcién de proteger los ojos de traumas
mecanicos. El resto del espacio de la Orbita esta ocupado por musculos
extraoculares, tejido graso, vasos sanguineos, nervios y la glandula lagrimal *°. El
didmetro anteroposterior de un ojo adulto es aproximadamente de 23-25 mm. El
didmetro transversal promedio en un ojo adulto es de 24 mm. El ojo contiene tres
compartimentos: la cdmara anterior, la cAmara posterior y la cavidad vitrea . La
camara anterior, es de aproximadamente 3 mm de profundidad y es el espacio
existente entre el iris y la cornea, y se encuentra ocupado por aproximadamente 200

pL de humor acuoso.

Figura 1. Esquema de la seccion de un ojo humano mostrando sus diferentes

componentes. Modificado de la Academia Americana de Oftalmologia 2019 °.
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La camara posterior es la porcion anatomica del ojo posterior al iris y anterior al
cristalino. Se encuentra también ocupada por humor acuoso en un volumen
promedio de 60 pL. EI compartimento mas grande del ojo es la cavidad vitrea, la
cual representa mas de dos tercios el volumen total del ojo con un volumen
promedio de 3 - 5 ml de gel vitreo ™. El volumen total del globo ocular de un adulto
es de aproximadamente 6.5 - 7 ml (Figura 1). *°

[1.1.2 LA RETINA

Cuando se explora el fondo ocular, la parte visible incluye a la retina, sus vasos
grandes, el vitreo y el nervio éptico '°. La retina comprende un tejido neuroepitelial
que, en su region posterior, se adhiere firmemente a la cabeza del nervio optico y en
su regién anterior a la ora serrata . La retina se divide en dos partes, una parte
central y una parte periférica. La organizacion histologica 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
Oftalmologia 2019 *°.
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Las capas de la retina neurosensorial desde la parte externa (desde la coroides)
hacia la porcién mas interna son: 1) el epitelio pigmentado de la retina (EPR) ** 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), region
compuesta por uniones tipo hendidura (“gap”) entre fotoreceptores y células de
Miiller; 4) la capa nuclear externa (CNE) ** que contiene los cuerpos celulares de los
fotorreceptores, conos y bastones; 5) la capa plexiforme externa (CPE), formada por
la interconexion de fotoreceptores, células bipolares y células horizontales; 6) la
capa nuclear interna (CNI) **, compuesto por los cuerpos celulares de las células
bipolares, horizontales y améacrinas; 7) la capa plexiforme interna (CPI) '°, formada
por axones de células bipolares y las dendritas de las células amacrinas que se
conectan con las células ganglionares modulando los impulsos eléctricos *3; 8) la
capa de células ganglionares (CCG) ', formada por los cuerpos neuronales de las
células ganglionares; 9) la capa de fibras nerviosas *3, compuesta por los axones de
las células ganglionares que proyectan sus axones para formar el nervio optico; y
10), la membrana limitante interna *3, formada por las proyecciones terminales de las

células de Miiller.

La retina neurosensorial estd compuesta por elementos neuronales, gliales y
vasculares 2. Dentro de los elementos neuronales se encuentran los fotorreceptores
que son neuronas altamente especializadas, los conos y los bastones ** . En el ojo
humano existen aproximadamente seis millones de conos y 120 millones de
bastones '*. Los conos son mas sensibles durante el dia, se localizan en el centro de
la retina (o fovea), 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 absorcién de fotones *°.
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[1.1.3 LA MACULA

La macula, también llamada macula Iutea debido a su coloraciéon amarilla, es la
capa mas sensible de la retina donde se concentra la mayor agudeza visual **. Se
encuentra localizada en la region temporal respecto al nervio éptico. La luteina y la
zeaxantina son carotenoides que hacen que la macula 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 retinopatia diabética y la retinopatia del prematuro **. En el centro
de la macula se localiza una depresion avascular llamada fovea, la cual contiene la

mas alta concentracion de conos de la retina 2.
11.1.4 IRRIGACION

La retina recibe irrigacion en la vida adulta de dos fuentes principales: 1) los vasos
uveales y 2) los vasos retinianos 3. La coroides, que es parte de la circulacion 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 *°. Las capas externas de la retina donde
se encuentran los fotorreceptores son avasculares y reciben aporte sanguineo 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 **. Alrededor del 65% del oxigeno 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 oftalmica *°.
[1.1.4.1 Irrigacion de laretina

Las arterias del globo ocular derivan de la arteria oftdlmica, que es a su vez la
primera rama de la arteria carétida interna '*. Los vasos sanguineos de la retina son
analogos a los vasos sanguineos cerebrales en cuanto a que conforman una barrera
fisiologica que regulan el flujo de agua, iones y proteinas a la retina, la barrera
hemato-retiniana (BHR). Esta barrera es indispensable para mantener las
concentraciones de iones y sustratos especificos de la retina neural necesarios para

su funcionamiento adecuado. La BHR interna esta 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) *2.
Por su parte la BHR externa esta 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 mas 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

més densos y profundos en ambos lados de la capa nuclear interna 3.

La coroides recibe irrigacion por dos sistemas arteriales diferentes: 1) las arterias
ciliares posteriores cortas que aportan el riego sanguineo a la coroides posterior y 2)
las arterias ciliares posteriores largas que proveen irrigacion a la porcion anterior de

la coroides **.
[1.1.5 DESARROLLO DEL GLOBO OCULAR
[1.1.5.1 Embriologia del globo ocular

Las estructuras oculares derivan del ectodermo embrionario del cual se forma el tubo
neural en cuyo extremo cefalico se hacen aparentes las evaginaciones que formaran

las vesiculas Opticas a partir de la tercera semana de la gestacion (Figura 3).

Figura 3. Cavidad del cerebro anterior que se comunican con las vesiculas 6pticas ** a
través del tallo 6ptico (3). Ectodermo de revestimiento *°. Modificado de Gémez-Leal A
2000*
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De la parte anterolateral de cada vesicula Optica se producen dos invaginaciones
anteroposteriores, la primera formara la vesicula del cristalino formada por el
ectodermo de revestimiento y quedara incluida dentro de la copa Optica y la segunda,
la copa Optica formada por neuroectodermo (Figura 4). La copa Optica tiene dos
capas, una externa (nucleada) y una interna (no nucleada), esta ultima dara origen a
la retina y a sus células. Por detras se encuentra una capa delgada que formara el

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

Figura 4. Copa 6ptica (X), vesicula del cristalino invaginandose (flecha), hendidura
embrionaria *°. Modificado de Gémez-Leal A 2000 *°.

11.1.5.2 Desarrollo de la retina humana

Entre los 20 y 32 dias del desarrollo embrionario (Etapa I: Diferenciacion en zonas)
7 se distinguen tres capas en la copa 6ptica: una interna acelular (capa marginal) y
una externa con multiples capas celulares (capa de neuroepitelio primitivo) que
formaran la retina neurosensorial y una tercera capa externa a las dos anteriores con
2 a 3 capas de células que derivara en el epitelio pigmentado. En ésta etapa la
arteria hialoidea penetra al ojo. A partir de la quinta semana (tercer mes de gestacion)
(Etapa Il: Capas transitorias) ', las células que componen la capa del neuroepitelio
primitivo migran hacia la capa marginal (acelular) para formar la capa neuroblastica
interna y la capa neuroblastica externa y es en ésta etapa cuando se desarrollan las

células de Muller 18

. En la Etapa lll (Migracion y diferenciacion) (tercer al séptimo
mes de la gestacién) *® se forman las células ganglionares y las capas nucleares

interna y externa. Entre el cuarto y quinto mes de la gestacion 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 *°. En la févea, las células ganglionares se desplazan en
direccion centrifuga y dejan una sola hilera alrededor de la fovea. 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 anatomia macroscopica a la del
adulto, sin embargo, la region central de la retina correspondiente a la fovea no se
encuentra funcionalmente desarrollada en su totalidad *° a pesar de la existencia de
la depresion 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 *°. 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
depresion foveal similar a la de una persona adulta *° y es el momento en el cual, el
desarrollo de la agudeza visual (AV) se produce para alcanzar la maxima capacidad
visual a partir de los 5 afios de edad aproximadamente. De tal manera que la AV de
un niflo antes de los 4 meses de edad esta determinada por la region extrafoveal
(regidn periférica de la retina) y al término de su primer afio de vida, un nifio tiene

una AV cercana a la mitad de la de un adulto sano %°,
[1.1.5.3 Desarrollo de los vasos sanguineos en la retina

El desarrollo vascular comprende dos procesos: la vasculogénesis (los vasos
sanguineos se originan de precursores embrionarios para formar vasos “de novo”) y
la angiogénesis (proliferacién de nuevos vasos a partir de los vasos ya existentes) 2.
Los vasos sanguineos en el ojo humano se forman a partir de la arteria hialoidea
presente desde la etapa | del desarrollo ®*". Aproximadamente a los 4 meses de la
gestacion, la arteria hialoidea se convierte en la arteria central de la retina *°. En esta
etapa, precursores embrionarios de las células endoteliales vasculares generan
capilares sanguineos (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 6ptico ?>. 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 gestacién .
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 ?*. Finalmente,
una tercera capa vascular se aprecia en la semana 36, localizada en la parte externa
de la capa nuclear interna, ésta capa migrara unicamente a la mitad del area total de
la retina ?2. Los vasos de la retina se forman tomando a los astrocitos como guia, los
cuales migran hacia la periferia de la retina antes que las células endoteliales ?*. Los
astrocitos se identifican por la presencia de la GFAP (proteina acida fibrilar glial),
tienen forma de huso y estan presentes en las puntas vasculares de migracion.
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) . Sin embargo, se considera que el mayor aporte vascular
deriva del proceso de angiogénesis por gemacion, ramificacion y estabilizacion

vascular 2.

ll. 2 RETINOPATIA DEL PREMATURO

1.2.1 DEFINICION DE LA RETINOPATIA DEL PREMATURO

La ROP es la causa principal de ceguera prevenible en nifios en todo el mundo. Esta
influencia se puede constatar cuando se considera que en el 2010 se estimaron 19
millones nifios con pérdida visual 2%, Existen distintas causas de ceguera infantil, sin
embargo, alrededor de 25,000 nifios ciegos por causa de la ROP viven el América
Latina ?*. La enfermedad se caracteriza por proliferacién de tejido fibrovascular
anormal en el borde entre la retina vascular y la avascular. Afecta inicamente 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

24 cuando tienen lugar

presentarse en niflos recién nacidos prematuros mayores
factores de riesgo o morbilidad neonatal, como por ejemplo: el sindrome de dificultad
respiratoria, transfusiones sanguineas, infeccién, bajo peso e hiperglucemia . La

ceguera por ROP disminuye cuando se mejoran los estandares de atencion neonatal
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4 Desde el afio 2006, como estrategias de prevencién de la ROP en América Latina,
se utilizan enfoques multidisciplinarios de salud que incluyen la prevencion del parto
prematuro (obstetras y matronas), mejoras en la atencion neonatal (neonatélogos y
enfermeros), deteccion y tratamiento (oftalmélogos y anestesiologos), rehabilitacion
de la vision (terapeutas de baja vision y ocupacionales) y trabajadores sociales de la

2
I 5

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

mejor control de la prematurez %,
Il. 2.2 SITUACION ACTUAL EN MEXICO

México cuenta con mas de 120 millones de habitantes, y se ubica como la segunda
economia 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. Esta cifra representa en gran medida la sobrevida de los recién
nacidos prematuros, que actualmente es del 90% cuando son menores de 34
semanas de gestacion. 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 niflos que ingresan en escuelas para ciegos en las ciudades de Guadalajara y

Morelia respectivamente 2.
1. 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 ?3. La Clasificacion Internacional de la Retinopatia
del Prematuro (ICROP) se publicé inicialmente en 1984 ?° y se extendié en 1987 %',
Representd un consenso estandarizado internacional para el diagnostico y
tratamiento de la enfermedad %*?’. La clasificacién original facilit el desarrollo de
ensayos clinicos multicéntricos y el conocimiento de la ROP. Posteriormente un
grupo de oftalmologos pediatras y especialistas en retina revisaron algunos aspectos

del ICROP e introdujeron herramientas clinicas para su evaluacion > .

23



[1.2.3.1 Localizacion y grado de extension de la ROP

Con el fin de definir la localizacion anteroposterior de la ROP se describieron 3
zonas concéntricas observadas en la exploracién clinica *°. Cada zona toma como
centro al nervio 6ptico en lugar de la macula, debido a que los vasos normales de la
retina crecen a partir del nervio optico y se dirigen hacia la porcion mas anterior y
periférica de la retina (ora serrata) 3. La zona | (la parte mas interna) comprende un
circulo, cuyo radio es el doble de la distancia existente desde el centro del nervio
optico al centro de la macula (Figura 5). La zona Il se extiende de manera centrifuga
desde el borde de la zona | a la ora serrata nasal (en el meridiano de las 3 h en la
posicion del ojo derecho y la posicion 9 h en posicion del ojo izquierdo). La zona Il
es la creciente residual en el sector temporal >. La extensién de la enfermedad se
mide por meridianos de husos horarios de acuerdo a la escala analdgica del reloj o

bien por sectores que miden 30° 3,

Figura 5. Esquema de la retina con los bordes de las zonas y las horas de reloj
utilizadas para describir la localizacion y extension de la ROP (Adaptado del Comité de
Clasificacién de la ROP) 3,

11.2.3.2 Estadios de la ROP

Existen 5 etapas utilizadas para describir el desarrollo vascular anormal a nivel de la
union entre la retina vascular y la avascular. Cuando mas de una etapa ocurre al

mismo tiempo se toma en consideracion la de mayor grado °.

24



Etapa 1: Linea de demarcacion

La linea de demarcacidon es una marca delgada, plana que separa la retina

avascular anterior de la retina vascularizada posterior. (Figura 6a) °.
Etapa 2: Cresta

La cresta es el punto clave la etapa 2, surge del sitio de la linea de demarcacion,
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 pequefios neovasculares a los que se les denomina "popcorn™ por su

similitud con las palomitas de maiz (Figura 6b) 3.
Etapa 3: Proliferacion fibrovascular extraretiniana

En la etapa 3 tiene lugar la proliferacion vascular anormal o neovascularizacion que
se puede extender desde la cresta al vitreo. En el vitreo, los nuevos vasos
sanguineos forman una membrana fibrovascular que cuando se exacerba trae

consigo la etapa 4 de la ROP (Figura 6¢) >
Etapa 4: Desprendimiento parcial de la retina

El estadio 4 ocurre cuando la membrana fibrovascular ejerce traccion sobre la retina
desprendiéndola parcialmente y puede ser desprendimiento de retina parcial
extrafoveal (4A), cuando no involucra a la fovea, o bien desprendimiento de retina

parcial con involucro foveal (4B) (Figura 6 d, e) 2.
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 funcién del sitio en el que se

encuentre la porcién cerrada del embudo (Figura 6f) °.
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Figura 6. Fotografia de fondo de ojo que ilustra: (a) la linea de demarcacién 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) infiltracion al vitreo de la
proliferacion fibrovascular (etapa 3); (d) desprendimiento parcial de la retina no
involucra la févea (etapa 4A); (e) desprendimiento parcial de la retina que involucra la
fovea (etapa 4B); y (f) desprendimiento total de la retina (estadio 5). (Adaptado del

Comité de Clasificacién de la ROP) ?

Enfermedad Plus

Existen otros signos que indican la actividad y severidad de la ROP y que incluyen:

15 tortuosidad arteriolar de los vasos de la retina

15 dilatacion venosa extensa;
posterior; (3) dilatacién de los vasos del iris; *> pobre dilatacién pupilar; y opacidad

vitrea (“haze”) (Figura 7).
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Figura 7. Fotografia de fondo de dilatacién venosa posterior y de tortuosidad arteriolar,

caracteristica de enfermedad plus. (Adaptado del Comité de Clasificacién de la ROP) ®
ROP agresiva posterior (AP-ROP)

Es una enfermedad poco comun, rapidamente progresiva, se observa por lo general
en la zona |, aunque también en la zona Il. Los vasos del polo posterior presentan: *°
dilatacion aumentada y tortuosidad en los 4 cuadrantes mayor a la de los vasos
periféricos; *> derivaciones inter-vasculares; (3) dilatacion y tortuosidad vascular que
no permite distinguir arteriolas de vénulas; y *°, hemorragias entre la zona vascular y

la avascular (Figura 8).

Figura 8. Fotografia de fondo con AP-ROP, se observa una enfermedad plus

prominente. (Adaptado del Comité de Clasificacién de la ROP) 3
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[1.2.4.PATOFISIOLOGIA DE LA ROP

De la informacion anterior se desprende que la ROP es una enfermedad de la
microcirculacion 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 patofisiologia 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 reduccion de la vascularizacién debida a la fase 1, genera hipoxia que, a su
vez, estimula la vasopermeabilidad y vasoproliferacion excesiva que conduce al
desprendimiento de la retina ?. El factor de crecimiento vascular o VEGF es el

principal factor inducible por hipoxia que media la neovascularizacién en la ROP 283°

aunque otros factores proangiogénicos inducidos (eritropoyetina) o no por hipoxia
(factor tipo insulina 1) ?® indudablemente participan. En este trabajo se investiga la
posible participacion en la ROP del sistema PRL/vasoinhibina, un eficiente regulador

de los vasos sanguineos oculares 3.
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[Il. ANTECEDENTES INMEDIATOS

La hormona PRL, denominada originalmente por sus funciones sobre la produccion
de leche durante la lactancia, ejerce multiples efectos en la reproduccion, la
osmoregulacion, la respuesta inmune, el comportamientoy la formacion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis) . La PRL estimula la angiogénesis a través de
inducir la expresion de VEGF por diversos tipos celulares, pero también a través de
acciones directas sobre las células endoteliales vasculares estimulando su

proliferaciéon 2.

Por otra parte, la PRL es metabolizada hacia vasoinhibina, un
fragmento de PRL con propiedades inhibidoras de la funcién vascular # . La
vasoinhibina actia directamente sobre las células del endotelio vascular inhibiendo
la vasopermeabilidad, la vasodilatacion, la vasoproliferacion y promoviendo la
regresion por apoptosis de los nuevos vasos sanguineos !. Debido a las acciones
opuestas de la PRL y la vasoinhibina sobre la vascularizacion, la resultante final de
sus efectos esta esencialmente determinada por la actividad de las proteasas
convertidoras y, por ende, la regulacion de dichas enzimas representaria un

mecanismo eficiente para estimular y/o inhibir la vascularizacién 2.

La posible participacion del sistema PRL/vasoinhibinas en las alteraciones
vasculares de la ROP se apoya en estudios previos que mostraron que la expresion
adenoviral de vasoinhibina en la retina de ratas recién nacidas interfiere con la
neovascularizacion inducida por hiperoxia/hipoxia en un modelo experimental de la
ROP . Ademas, se reporto la presencia de PRL y de vasoinhibina en la circulacion y
en los fluidos intraoculares (humor acuoso y liquido subretiniano) de pacientes que
tuvieron ROP en su grado mas avanzado y que, 6 meses a tres afios después de la
enfermedad, fueron sometidos a vitrectomia . Es posible que la PRL y las
vasoinhibinas presentes en el ojo de estos pacientes pudieran provenir de la
circulacion. Se tienen evidencias en roedores adultos que bajo condiciones de
hiperprolactinemia se favorece la incorporacion de la PRL a la retina y su
procesamiento proteolitico hacia vasoinhibina capaz de inhibir los efectos vasculares

del VEGF, asi como la vasopermeabilidad incrementada debida a la retinopatia
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diabética experimental . También se ha reportado que la leche materna protege
contra la ROP vy es posible que en esta proteccion pudiera participar la PRL via su
conversion a vasoinhibina, ya que se conoce que la PRL se concentra en la leche
materna ** y que esta hormona pasa de la leche a la circulacion 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
proangiogenicos de la PRL, también pudiera ser posible que niveles sistémicos altos
de PRL pudieran promover la vascularizacion retiniana y constituir un mecanismo de

riesgo en la ROP.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De estas consideraciones, se desprende la posibilidad de que el aumento de la PRL
y de vasoinhibina en la circulacion pudiera tener un valor negativo o positivo contra
la progresion de la ROP y, por ende, que la determinacion de los niveles séricos de
ambas proteinas pudiese tener valor pronostico contrario o favorable de la
progresion de este padecimiento. Especificamente 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 progresion de la
ROP; y *°, 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 mencion0, solo se tiene informacion acerca de la concentracion
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 vitrectomia, es
decir cuando estos pacientes tenian entre 6 meses a 3 afios de edad, y cuando la

neovascularizacién ocular (ROP) ya no estaba presente 3.

De aqui parte la
necesidad de valorar los niveles séricos de estas proteinas desde las etapas
iniciales y a lo largo del padecimiento clinico; y de complementar estas
determinaciones con un analisis experimental donde se analice la influencia de los

niveles hormonales sobre la vascularizacion de la retina en roedores recién nacidos.
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Estos estudios podrian ayudar a dilucidar el valor potencial de los niveles sistémicos
de estas hormonas como un método pronostico de utilidad para la toma de

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

V. JUSTIFICACION

La ROP es la mayor causa de ceguera en la nifiez en el mundo. La ROP ocurre en
0jos con un sistema vascular incompleto y causa proliferacion vascular,
vasopermeabilidad y desprendimiento de la retina. Actualmente los factores de
riesgo mas conocidos incluyen el grado de prematuréz (<37 semanas de gestacion),
el bajo peso al nacer y la exposicion a altos niveles de oxigeno 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
fotocoagulacion con laser de los neovasos en la retina pero el procedimiento es
invasivo en si mismo y frecuentemente dafia la retina y perjudica vision . Dado que
una proporcion pequefia de los pacientes con ROP progresan a los cuadros mas
severos, el contar con marcadores sistémicos que auxilien en la pertinencia del uso

0 no de la terapia laser es muy conveniente.

Este proyecto investiga a la hormona PRL como marcador de la enfermedad desde
etapas tempranas del nacimiento, antes de que los sintomas 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 prondsticos y
terapéuticos en la ROP y otras retinopatias vasoproliferativas como la diabética.

VI. HIPOTESIS

El aumento de los niveles de la PRL circulante y/o la reduccién de la vasoinhibina
sérica promueven la incidencia y severidad de la ROP.
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VIl. OBJETIVOS

» 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.

» 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.

» Determinar el efecto de elevar los niveles sistémicos de la PRL sobre la
vascularizacion de la retina de ratones recién nacidos normales y de aquellos

expuestos a altos niveles de oxigeno.

VIill. METODOS

VIII.1 ESTUDIO CLINICO
VIIl.1.1 Pacientes

El estudio fue aprobado por el Comité de investigacion del Hospital Fray Antonio
Alcalde y todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con la Declaracion
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 Lépez Mateos"
de la ciudad de Guadalajara, México, entre febrero del 2012 y enero del 2013. Los
criterios de exclusion fueron: peso corporal menor a 500 g, tratamiento con algun
medicamento conocido que afecta la secrecion de hipofisiaria de PRL
(metoclopramida, metildopa, opioides, cimetidina o esteroides postnatales). Ciento
dieciocho nifios 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 oftalmoscépico, 5 no proporcionaron
muestras, 1 fue transferido a otro hospital) lo que dejé un total de 90 sujetos de
estudio. Todos los niflos fueron hospitalizados en la UTIN y recibieron nutricion
enteral con formula estandar y progresion gradual en cantidad de leche materna,
suplementada en algunos casos con glucosa, aminoacidos y lipidos segun las

indicaciones médicas de acuerdo al estado de salud de cada sujeto de estudio.
VIII.1.2 Diagnostico de la ROP

La ROP se diagnosticO 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 utilizo la escala de severidad establecida por la Clasificacion Internacional de la
ROP 3. Brevemente, la clasificacién considera tres niveles: 0, ausencia de la
enfermedad; 1 y 2, enfermedad leve (linea de demarcacibn y cresta,
respectivamente); y 3, enfermedad severa (cresta con proliferacion fibrovascular

extraretiniana). Ningun bebé desarrollé etapas 4 0 5 de la ROP.
VIII.1.4 Obtencidén de muestras séricas y analisis de PRL, vasoinhibinay VEGF

Las muestras de sangre (0.5 mL) se obtuvieron semanalmente y se conservaron a -
80°C hasta su procesamiento. Los niveles de PRL se cuantificaron mediante el
immunoensayo IMMULITE 2000 XPi (Siemens, Munich, Alemania). Los coeficientes
de variacion intra-ensayo e inter-ensayo fueron menores al 1%. La vasoinhibina
sérica se determiné0 mediante inmunoprecipitacion-Western blot de acuerdo al
método publicado previamente **. Brevemente, 50 uL de suero se precipitaron con 2
uL de antisuero anti-PRL humana [HC1; obtenido y caracterizado como se reporto

previamente 3334

]. Las muestras se incubaron con el antisuero HC1 durante la noche
y posteriormente con la proteina-A-sefarosa (35 uL, Sigma Aldrich, St Louis, MO)
durante 2 h. Subsecuentemente se les centrifugd y lavé con NET-gel (0.05 M Tris,

0.15 M NacCl, 5 mMol/l de acido etilenodiaminotetraacético, 0.1% Nonidet P-40, 0.25%
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de gelatina de piel bovina, 0.02% de azida 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
duraciéon de 10 min a 4°C bajo agitacion suave y fue seguida de centrifugacion a
9,000 x g por 5 min. El precipitado final se proceso por medio de electroforesis bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando un gel al 15% de acrilamida y
condiciones reductoras. Las proteinas 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 4°C con 4 ug/mL de
anticuerpos monoclonales anti-PRL humana (mAb5602, Diagnostic Biochem Canada
Inc., London, Canada). Estos anticuerpos estan dirigidos contra el extremo amino-
terminal de la PRL *°, que es la regién de la PRL presente en la vasoinhibina >*°. La
reaccion con el anticuerpo primario se revelo utilizando anticuerpos secundarios anti-
raton generados en burro acoplados a fosfatasa alcalina (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) y un kit de deteccion colorimétrica (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). La cuantificacion de la vasoinhibina se realizO0 mediante densitometria

utilizando el software de analisis de imagenes 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.
VIIl.2 ESTUDIO EXPERIMENTAL
VIIl.2.1 Ratones

Todos los procedimientos con animales fueron realizados siguiendo los lineamientos
éticos de la Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO) y
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM). Los animales fueron sacrificados por
inhalacion de Bioxido de Carbono y decapitacion.

34



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 dia del parto se defini6 como dia posnatal 0 (P0). En el dia P1 el nimero
de crias fue normalizado a 10 crias por madre. Se estimé un numero similar de
machos y hembras por camada debido a que en nuestro bioterio la proporcion de
machos: hembras es de 51:49 y la distribucién de las madres y camadas por grupo
se hizo en forma aleatorizada. Sin embargo, el sexo de las crias es una variable
importante. Si bien se han obtenido resultados controversiales entre el sexo del bebé
y el desarrollo de la ROP */, 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 *.
VIII.2.2 Evaluacion de la vasculatura normal de la retina

Para poder definir los tiempos adecuados para visualizar el efecto de la PRL sobre la
vascularizacion de la retina, inicialmente evaluamos la vascularizacion normal de la
retina del raton a lo largo de los primeros 8 dias posteriores al nacimiento. Las
retinas de 4 a 8 ratones fueron procesadas hacia montajes planos o congeladas
para evaluar vasos sanguineos 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 sanguineos

En el raton la retina es esencialmente avascular al momento del nacimiento y, por
ende, se considera un modelo de la retina de humanos prematuros *°. Los vasos
sanguineos se originan a partir del nervio Optico y migran radialmente hasta
completar la vasculatura en el dia P8 *°. La exposicién a hiperoxia (75% de oxigeno)
en el ratdon neonato suprime la expresion de factores angiogénicos como el VEGF lo
que limita el crecimiento y sobrevivencia de los vasos sanguineos de la retina *.
Dado que la PRL y la vasoinhibina tienen efectos opuestos sobre la angiogénesis, el
tratamiento de ratones neonatos con PRL podria resultar en efectos tanto

angiogénicos como antiangiogénicos. Consideramos que la rapida expansion de los
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vasos sanguineos que tiene lugar en la retina bajo condiciones ambientales
normales de oxigeno facilitaria la deteccion de acciones antiangiogénicas, mientras
que posibles efectos proangiogénicos serian mejor visualizados a través de reducir

la tasa de proliferacion 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 **. Para
esto la jaula, conteniendo a la madre y su camada, se introdujo dentro de una
camara de plexiglass acoplada a un tanque de oxigeno via 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 camara de plexiglass. Se analizo el efecto de la
hiperoxia y del tratamiento con PRL sobre dos etapas diferentes de vascularizacion
retiniana: un estado tardio de P6 a P8 (grupo 1), cuando la tasa de vascularizacion
del plexo primario es lenta; y un estadio temprano, de P2 a P5 (grupo 2), cuando el
plexo vascular primario crece rapidamente *. La PRL (PRL ovina, Sigma-Aldrich; 2
Hg/g de peso corporal) o el vehiculo (0.9% NaCl) se inyecto intra-peritonealmente
dos veces al dia (8 amy 8 pm) de P5 a P8 en el grupo 1 o de P1 a P5 en el grupo 2.
Las crias se sacrificaron 4 horas después de su primera inyeccion de PRL o vehiculo
en P8 (grupo 1) o P5 (grupo 2) y los ojos fueron procesados para
inmunofluorescencia o RT-PCR tiempo real.

VIIl.2.4 Inmunofluorescencia

Se obtuvieron montajes planos de retinas que se mantuvieron en metanol frio al
menos 20 minutos antes de la inmunotincién de acuerdo al método descrito **. Las
retinas se lavaron varias veces en PBS (pH 7.4) y se permeabilizaron y bloquearon
con PBS, 1% Triton X-100, 0.4% albumina de suero bovino (BSA) y 10% de suero
normal de cabra durante 48 h a 4°C. La inmunotincion se realizo durante 48 h a 4°C
con una dilucion 1:400 del anticuerpo poli-clonal anti-CD31 (ab28364, Abcam PLC,
Cambridge, UK) diluido en PBS, 1% Triton 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 dilucion 1:600 del anticuerpo secundario cabra anti-conejo-
Alexa Fluor 555 (A32732, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) en
0.3%TritonX-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 °C. Los montajes planos de retina se
observaron y digitalizaron a una magnificacion de 10X bajo microscopia confocal
(Zeiss LSM 780 DUO, Oberkochen, Alemania). Se tomaron varias imagenes hasta
llegar a una imagen completa de toda la retina. La densidad de la red capilar se
analizé a través de cuantificar el area fluorescente con respecto al area total de la
retina mediante el programa Image ProPlus (Version 7.0.0.591, Media Cybernetics,
MD, USA). La ausencia de fluorescencia defini6 las areas avasculares que se
cuantificaron en la periferia y la retina central y se expresaron en relacion al area
total de la retina. La evaluacion 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 aislo utilizando el estuche Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo,
Netherlands). El cDNA se sintetiz0 utilizando el estuche de retrotranscripcion de alta
capacidad (Applied Biosystems, Warrington, UK). Los productos de la PCR fueron
cuantificados utilizando Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (Thermo
Scientific, Auburn, AL) en 10 pl de volumen final de reaccion conteniendo una
concentracion 0.5 mM de cada uno de los siguientes pares de oligonucleéticos de
raton 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 -3y 5-AGCAACAGATCGTCCATGCA-3; vy
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (Hprt): 5'-
TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3 vy 5-GTTGAGAGATCATCTCCACC-3'. Las
condiciones de amplificacion fueron de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a la

temperatura de alineacion especifica para cada par de oligonucleotidos y 30
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segundos a 72°C por 40 ciclos. Los datos de la PCR fueron analizados mediante el
método 2-AACT, los ciclos umbrales fueron normalizados con respecto al gen casero
Hprt para calcular el nivel de expresion 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 expresion estable de Hprt y su uso para normalizacion. La

expresion de los distintos genes se comparo utilizando 4 a 15 animales por grupo.
VIII.2.6 PRL Sérica

Ratones en P5 fueron inyectados utilizando una dosis Unica de PRL ovina (2 ug/g
peso corporal) y sacrificados 10 min post-inyeccion. La PRL ovina se midio
mediante el bioensayo de las células Nb2, un ensayo convencional que se basa en
la accion especifica que tiene la PRL sobre la proliferacion de esta linea celular, y
fue llevado a cabo de acuerdo al método publicado **. En ensayo se hizo especifico
para cuantificar a la PRL ovina (vs. la PRL de raton) a través de bloquear la
respuesta proliferativa celular mediante una dilucion 1:500 de anti-suero anti-PRL
ovina (IC1, NHPP, Torrance, CA) que no reconoce a la PRL de raton en este ensayo.

VIII.2.7 Analisis Estadistico

El programa Sigma Stat 7.0 (Systat Software, San José, CA) se uso para el analisis
estadistico de los grupos del estudio clinico. La prueba t de Student y la U de Mann-
Whitney compararon dos grupos con una distribucion normal y no normal,
respectivamente. El nivel de asociacion entre las variables numéricas y categoricas
se determind6 mediante el coeficiente de Pearson y la prueba chi-cuadrada,
respectivamente. La prueba de Kruskal-Wallis se emple6 como una prueba global
para evaluar las diferencias longitudinales entre los tres grupos. Las diferencias
especificas entre los tres grupos se analizaron mediante la ANOVA de una via
seguida de la prueba post hoc Bonferroni. Tablas de contingencia analizadas
mediante la prueba exacta de Fisher determinaron riesgos relativos. El analisis de
regresion logistica multivariada mediante el programa MedCalc version 16 evaluo la
asociacion de diferentes factores de riesgo con la ROP. El analisis estadistico del
estudio experimental utilizo el software PRISMA 8 (GraphPath Software Inc, San
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Diego, CA). Las pruebas de Brown-Forsythe y de Bartlett determinaron la
distribucion e igualdad de las varianzas. La ANOVA de dos vias seguida de la
prueba Tukey post-hoc comparé diferencias entre 4 grupos. Tanto para el estudio
clinico como para el experimental, el umbral de significancia fue para P<0.05.

IX. RESULTADOS
IX.1.Estudio Clinico

La Tabla 1 muestra las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes
estudiados. La ROP se diagnostico entre las semanas postnatales 3y 9 (5 + 1.5
(EEM) semanas, 95% CI:4.6-5.5) y se observo en 49 (54.4%) de los 90 nifios del
estudio. De éstos ultimos, en 27 (55.1%) se encontro un etapa leve de ROP (14
etapa 1 y 13 etapa 2) y en 22 (44.9%) se encontrd6 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 ventilacion, pero fueron distintos en el peso al
nacimiento (Tabla 1). La incidencia de sepsis mostré una tendencia mayor, si bien
no significativa, en los niflos que desarrollaron la ROP (Tabla 1). Los niveles
circulantes de PRL durante la primera semana postnatal fueron significativamente
mayores en el grupo que posteriormente desarrollé 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 existio
correlacion 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 relacion causal entre el bajo peso al nacer y los niveles de PRL sérica.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas 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. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacidn en estudio.

Control 95% ClI ROP 95% ClI P
(n=41) (n=49)
Edad gestacional
(semanas)
30.8+0.3 30.2-315 30.2+0.3 29.7-30.8 0.16°
Género F n (%) 20 (48.7) 26 (53.1) 0.83"
Apgar (5 min) 8.28+0.2 7.9-87 8.22+0.1 8.0-85 0.77°
Incubadora
(dias) 3.53+0.9 1.6-54 6.54+1.8 2.7-10.3 0.22°
Peso al nacer (g) 1317 £ 34.9 1247 - 1388 1193 + 35.8 1121- 1265 0.01°
Sepsis n (%) 29 (70.7) 42 (85.7) 0.11°
Diagnostico de ROP
(Semanas postnatales) 5+1.5 46-55
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. Cl
= Intervalo de confianza. Los valores son medias = SEM. Los valores de P comparan los grupos control y

ROP y son de t-test?, % test®, and Mann-Whitney U test’.
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Figura 9. Niveles séricos mas altos de prolactina (PRL) se asocian con la
incidencia y progresion de la retinopatia del prematuro (ROP). (a) No existe
correlacion (r = 0.05, P = 0.6) entre los niveles séricos de PRL en la semana 1 posnatal
y el peso al nacer en la poblacién de estudio. (b) Los niveles séricos de PRL en la
semana 1 posnatal son similares (P = 0,66) entre pacientes con o0 sin sepsis. Los
valores son medias + EE. El nUmero de pacientes (n) se indica dentro de las barras.
Los niveles séricos de PRL son mas altos a lo largo de las edades postnatales (c) y
postmenstruales (d) de pacientes con ROP (circulos negros) en comparacién con
pacientes sin ROP (circulos blancos). Los valores son medias + EEM. El numero 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 aumento 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 duplico (Tabla 2).

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

PRL sérica (ng/ml) Riesgo 95% ClI P
en semana postnatal 1 relativo
> 60 1.33 0.86 - 2.06 0.256
>80 1.55 1.06 - 2.28 0.038
> 100 1.63 1.14-234 0.023
> 120 1.95 141 -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 investigo 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 indice Apgar, sepsis, y tiempo prolongado de ventilacién 224°.
Para esto se realiz6 un analisis multivariado de regresion 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. Andlisis multivariado que muestra la relacion de variables independientes con el
riesgo de ROP en bebés con ROP y controles.

Variable independiente OR 95% ClI 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 analisis de regresién logistica condicional multivariada.

Este analisis mostro 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
sistéemicos 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,
2y 4 a7 (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 aparicion 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 mas altos durante mas tiempo
en la ROP severa vs. leve. Los niveles séricos de PRL a lo largo de la edad postnatal
(@) y de la edad postmenstrual (b) en pacientes con ROP vs. pacientes sin ROP es
funcion de la gravedad de la enfermedad. Los circulos negros y la linea continua
indican valores de PRL en ROP severa; los circulos negros y la linea discontinua
indican valores de PRL en ROP leve; y los circulos blancos y la linea 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 1y 2 de la enfermedad. Los
valores son medias + EEM. El nUmero 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 numero 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 mostré 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 via con la aplicacion del la prueba de correccion de Bonferroni, demostré
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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). lgualmente,
las diferencias entre ROP-leve y su control fueron significativas Unicamente 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 circulacion del grupo
control y del grupo ROP. Las muestras séricas del grupo control y del grupo ROP
fueron inmunoprecipitadas para la deteccion de vasoinhibina en las semanas
posnatales 1, 2, 4, y 6 y se muestran imagenes representativas del Western Blot en

la Figura 11. Como era esperado 3

, las cadenas ligeras de las moléculas de
inmunoglobulinas, que tienen una masa de 25 kDa interfieren con la deteccion de la
PRL completa que tiene una masa de 23 kDa. Los sueros mostraron proteinas 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 podrian
corresponder a isoformas de la vasoinhibina, cuyo rango en tamafo es de 11 - 18
kDa y que contienen la regién N-terminal de la PRL *°. El valor densitométrico
combinado de las dos vasoinhibinas medidas en la primera semana posterior al
nacimiento fueron significativamente mas alto (P = 0.03) en nifios 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
evallian 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 nimeros en el lado izquierdo indican la masa
molecular de la PRL completa (23 kDa) y de vasoinhibinas de 18, 16 y 14 kDa. Los
graficos 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 nimero 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 asociacion con el

desarrollo posterior de la ROP.

El VEGF se encuentra presente en la circulacién de los neonatos “°, aumenta en el
vitreo de los pacientes con ROP %’ y posee un papel crucial en el desarrollo y la
progresién de la ROP 23, 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 (circulos
blancos) y ROP (circulos negros) en las semanas postnatales 1, 2, 4y 6. El nUmero de

pacientes se indica entre paréntesis.
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IX.2.Estudio experimental

La inmunotincion de los vasos sanguineos de montajes planos de retina confirmo el

patron de desarrollo de la vasculatura del ratén recién nacido *° (Figura 13a).

Figura 13. a. Desarrollo de vasculatura retiniana del ratbn en preparaciones de
montaje plano de retina marcadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo contra
CD-31. Montajes planos representativos obtenidos de ratones el dia del nacimiento
[dia posnatal 0 (PO)]y en P2, 4,6y 8. La escala corresponde a 500 um. b. Area de la
retina que contiene la sefial de fluorescencia vascular en relacién a la area total de la
retina. c. Valoracion mediante qRT-PCR de los niveles del ARNm de CD-31 en retinas
de PO a P8. Los valores representan la media + EEM. Los numeros dentro de las

barras indican el nimero de retinas evaluadas, cada una de un animal independiente.

La retina del ratdn practicamente carece de vasos sanguineos al nacer (P0). La red
vascular primaria se origina en la cabeza del nervio 6ptico, 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 cuantificacion del area vascular de la retina (Figura
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13b) y del nivel de expresion del marcador del endotelio vascular, CD-31, (Figura
13c) confirmaron estas diferencias y validaron el uso de ambos parametros para

evaluar la vascularizacion de la retina neonatal en el raton.

De los hallazgos anteriores, seleccionamos una etapa tardia y una temprana para
estudiar si el tratamiento con PRL modifica la vascularizacion de la retina bajo
hiperoxia y normoxia. En la etapa tardia (P6 a P8), cuando la vascularizacion se
lentifica a medida que los nuevos vasos sanguineos alcanzan la periferia retiniana,
las camadas fueron expuestas a hiperoxia o normoxia y recibieron dos inyecciones
diarias de PRL o vehiculo del P5 al P8. Los animales se sacrificaron en P8. Se
verifico la eficacia del tratamiento con PRL para inducir hiperprolactinemia a traves
de evaluar los niveles de PRL en un grupo de ratones en P5 sacrificados 10 minutos
después de recibir una sola inyeccion de PRL. El tratamiento con PRL elevo 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 “®, estimamos que las inyecciones de PRL
durante los dos dias mantendrian valores de hiperprolactinemia (> 20 ng/ml) al

menos durante 8 horas cada dia.

La exposicion a hiperoxia de P6 a P8 interfiri6 con la vascularizacion de la retina
periférica retiniana y produjo la pérdida de vasos sanguineos en la retina central
(Figura 14a).
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Figura 14. La PRL reduce la inhibicién inducida por la hiperoxia de la angiogénesis
retiniana en el dia postnatal (P) 8. a. Micrografias representativas que muestran la
vascularizacién 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 vehiculo (V) de P5 a P8. Los vasos sanguineos se revelaron mediante
inmunofluorescencia con un anticuerpo contra CD-31, un marcador de células
endoteliales. La escala denota 500 um. Se indican las areas avasculares periféricas
(flecha) y centrales (punta de flecha). b. Area de la retina que contiene la sefial de
fluorescencia vascular en relacion al area total de la retina. Valoracion de la
vasculatura basada en la cuantificacion 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 nameros dentro de las barras indican el nimero de retinas evaluadas, cada

una de un animal independiente.

Estos cambios representaron reducciones del 53% y 72% en el area vascular
retiniana (Figura 14b) y en la expresion de CD-31 (Figura 14c), respectivamente. El
tratamiento con PRL no modifico la vascularizacion de la retina bajo normoxia, pero

redujo la inhibicion del crecimiento vascular inducida por la hiperoxia (Figura 14a), de
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modo que bajo hiperoxia, el area vascular retiniana total aumento y los niveles de
expresion de CD-31 fueron mas altos que en los controles tratados con vehiculo
(Figura 14b, c). Ademas, la PRL estimulo la expresion 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 sanguineos inducida por la hiperoxia

en laretina periférica de ratones neonatos en P8

La localizacion del efecto de la PRL se estudio en P8 a través de cuantificar las
areas avasculares de la retina (Figura 15). El tratamiento con PRL redujo el area
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 vehiculo (Figura 15b). El area avascular central de la retina no fue diferente
entre los animales tratados con PRL y con vehiculo (Figura 15c). No obstante, se
conoce que la avascularidad de la retina central en respuesta a la hiperoxia se debe

a la regresién por apoptosis de los vasos sanguineos #*°°

y la PRL inhibio el efecto
estimulador de la hipoxia sobre la expresion del factor pro-apoptético p53 (Figura

15d).
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Figura 15. La PRL reduce la inhibicidon de la angiogénesis periférica en respuesta a la
hiperoxia en el dia posnatal (P) 8. Area retiniana total (a), periférica (b) y central (c) que
carecen de la sefial de fluorescencia vascular en relacion al &rea total de la retina. Los
vasos sanguineos 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 vehiculo (V) del P5 a P8. d.
Cuantificacion por gRT-PCR de los niveles del ARN mensajero del factor
proapoptético p53. Los valores representan la media + EEM. Los nimeros dentro de
las barras indican el numero de retinas evaluadas, cada una de un animal

independiente.
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» LaPRL redujo la pérdida de vasos sanguineos inducida por hiperoxia en

la retina central de ratones neonatos en P5

En la etapa temprana (P1 a P5), cuando los capilares retinianos estan creciendo
rapidamente “°, las camadas fueron expuestas a hiperoxia 0 normoxia del P2 al P5 y
recibieron dos inyecciones diarias de PRL o vehiculo antes (en P1) y durante la
exposicion a hiperoxia / normoxia. La hiperoxia causo la pérdida de capilares en la
retina central, pero su influencia en la vascularizacion periférica no fue evidente
(Figura 16a).

Figura 16. La PRL reduce la pérdida de vasos sanguineos inducida por la hiperoxia en
la retina central en el dia postnatal (P) 5. a. Micrografias representativas que muestran
la vascularizacién 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 vehiculo (V) de P1 a P5. Los vasos sanguineos se marcaron por
inmunofluorescencia con un anticuerpo contra CD-31. La escala denota 500 um. Se
indican las areas avasculares periféricas (flecha) y centrales (punta de flecha). b. Area
de la retina con sefial de fluorescencia vascular en relacion al area total de la retina.
Area retiniana total (c), periférica (d) y central (e) que carecen de la sefial de

fluorescencia vascular en relacion al area total de la retina. Los valores representan la
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media + EEM. Los nUumeros dentro de las barras indican el nUmero de retinas

evaluadas, cada una de un animal independiente.

El area central afectada representa una pequefa proporcion (12 + 3.4%) de toda la
retina (Figura 16e). No hubo diferencias en la vascularizacion (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 hormoxia en ausencia o
presencia de PRL. Sin embargo, el tratamiento con PRL redujo la pérdida de vasos
sanguineos inducida por la hiperoxia en la retina central, de modo que el area

avascular retiniana central por efecto de la PRL (Figura 16 ay e).
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X. DISCUSION

El estudio clinico evaluo los niveles circulantes de la hormona proangiogénica PRL y
de su metabolito antiangiogénico (vasoinhibina) antes y durante la manifestacion
clinica 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 alteracion del eje PRL/vasoinhibina consistente con la
promocion de las fases avascular inicial y vascular tardia de la enfermedad. Estos
hallazgos sugieren que la determinacién sérica de la PRL y de la vasoinhibina
durante la primera semana de vida tiene valor en la prediccion de la ROP y que
estas hormonas participan en la progresion de la enfermedad en funcién 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 maximos (alrededor de 200 ng/mL) al término del mismo
152 Ademas, la decidua produce PRL que se acumula en el liquido amniético en
niveles 10 a 100 veces mayores a los presentes en la circulacion de la madre o en la
circulacion fetal °3. Por su parte, la placenta humana procesa a la PRL hacia
vasoinhibina ** y la vasoinhibina esta presente tanto en la circulacién materna como
en el liquido amniético al fin de la gestacién **. Los bebés prematuros poseen
niveles circulantes menores de PRL en comparacion con los bebés a término y ésta
diferencia desaparece entre el dia 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 aun mayores en los bebés prematuros que eventualmente desarrollaran
ROP. El genero, la edad gestacional, el Apgar, la sepsis y el tiempo de ventilacion,
no parecen estar correlacionados con los niveles de PRL ya que todos estos

parametros 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 correlaciono 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 desarrollaran ROP no depende del
crecimiento fetal ni del estrés ocasionado por la sepsis. La falta de correlacion entre
el nivel circulante de la PRL y el peso al nacimiento, sexo, y Apgar no es inesperada
> pero niveles bajos de PRL han sido asociados con la necesidad de administrar

®  En este contexto, la edad

respiracion asistida en neonatos prematuros
gestacional, el peso al nacimiento, la sepsis, el Apgar y la duracion de la ventilacion
son factores de riesgo conocidos para el desarrollo de la ROP %“°. Sin embargo, el
ajuste de estas variables a través del analisis de regresion logistica mostro que el
nivel de PRL durante la primera semana de vida fue la Unica variable independiente
asociada con la ROP en nuestro estudio. Ademas, el riesgo relativo de ROP a lo
largo de las categorias del cuartii de la PRL fue lineal, v.gr. se observaron
diferencias estadisticas con cada incremento en los valores umbral de la PRL y el
cuartil superior mostré el doble del riesgo de desarrollar la ROP. De acuerdo a este
analisis 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 aparicion y la
progresion 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. Ademas, 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 proliferacion y la regresion de los vasos sanguineos, 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 vascularizacion
pero puede ser proteoliticamente modificada a vasoinhibina, un fragmento de la PRL

con efectos antiangiogénicos. La conversion de PRL a vasoinhibina tiene lugar en la
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hipofisis y en los 6rganos blanco, donde la PRL y la vasoinhibina activan distintos
complejos de receptores y vias de sefializacion para estimular e inhibir el crecimiento

y la supervivencia de los vasos sanguineos >,

La vasoinhibina (isoformas de 14 y 16 kDa) se detectaron en todas las muestras
sanguineas de los nifios prematuros, tal vez debido a que los altos niveles de la PRL
circulante durante el periodo neonatal favorecen su generacion. Sin embargo, a
pesar de que los niveles de PRL fueron mas altos durante la ROP, la vasoinhibina
aumento significativamente Unicamente 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 interrupcién y regresion de la

vasculatura normal que da lugar al inicio de la enfermedad.

La neutralizacion de la vasoinhibina mediante la administracion intravitrea de
anticuerpos anti-PRL reduce la regresion vascular mediada por apoptosis de los
vasos hialoideos en ratones neonatos * y la transferencia génica de vasoinhibina
utilizando vectores adenovirales inhibe la angiogenesis en el modelo de la ROP en el
ratén *°. Ademas, la expresién 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

57,58

raton y varias MMP, incluyendo la MMP-2 y la MMP-9 procesan a la PRL a

35

vasoinhibina °°. La catepsina D, que también genera a la vasoinhibina %, esta

% y disminuye en la circulacién de

presente en varios compartimentos oculares
pacientes con retinopatia diabética ®*. 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 accién proangiogénica de la PRL.

El estudio clinico presento varias limitaciones. El nimero analizado de pacientes con
ROP y sin ROP fue pequefio y presentd caracteristicas clinicas y demograficas
similares, lo cual posiblemente enmascaré el impacto de los factores de riesgo
conocidos sobre el desarrollo de la ROP. Si bien, las asociaciones del riesgo relativo

son robustas, el analisis utilizando cortes de cuartiles especificos impide relacionar
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niveles especificos de PRL con el riesgo. A su vez, el nimero reducido de pacientes
posterior a la estratificacion de ROP vy la falta de pacientes con mayores niveles de
severidad (estadio 4 y 5) limitaron el poder estadistico requerido para realizar
afirmaciones definitivas en relacion a la progresion de la enfermedad. Otra
importante limitacion de nuestro trabajo fue la ausencia de un ensayo cuantitativo
para medir a la vasoinhibina. El ensayo de quimioluminiscencia inmunomeétrico
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 2. Ante la ausencia de un
ensayo cuantitativo para determinar a la vasoinhibina, sus niveles seéricos solo
pueden ser detectados semi-cuantitativamente por inmunoprecipitacion seguida de
Western-blot y densitometria. Esta metodologia revel6 vasoinhibinas de 14 y 16 kDa,
que son las isoformas de la vasoinhibina mejor caracterizadas >*°. Sin embargo,
diferencias pequefias, pero significativas pudieran haber escapado la deteccion con

y
y el tejido neural ®" de la retina de

esta técnica. Finalmente, si bien la incorporacién de la PRL circulante al ojo %%

sus efectos sobre la vasculatura ’°¢036°6¢
animales adultos ya se han mostrado, no existe suficiente informacion 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 podrian 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 facilmente visible y se puede modificar en periodos
cortos de tiempo. Ademas, estudiar la regulacion del desarrollo vascular de la retina
es de importancia en el contexto de las retinopatias donde la excesiva
vascularizacion de la retina es causa de ceguera. El eje PRL/vasoinhibina
representa un sistema eficiente para la regulacion de los vasos sanguineos oculares
de roedores adultos *! pero hay poca informacién sobre su influencia en la condicién
neonatal. Este trabajo de tesis muestra que el tratamiento con PRL estimula la
proliferacion y supervivencia de los vasos sanguineos de la retina del raton recién

nacido expuesto a altos niveles de oxigeno. Esta observacion sugiere que la PRL
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puede participar promover la angiogenesis fisioldgica y patologica de la retina

neonatal.

La cuantificacion de las areas vasculares y avasculares de la retina de los ratones
recién nacidos expuestos a hiperoxia durante solo dos dias (de P6 a P8) mostré una
reduccion de la angiogénesis periférica y la pérdida de vasos sanguineos centrales.
Estas lecturas nos permitieron mostrar que la administracion 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 sanguineos alcanzaron el borde de la retina en P8 como ocurre bajo
normoxia. La accion proangiogenica de PRL fue también cuantificada a través de
evaluar la expresion de CD-31, un marcador de células endoteliales que aumenta
con la densidad vascular, y la expresion 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 sintesis de
VEGF vy la estimulacion de la proliferacion, migracion y capilarizacion de células
endoteliales a través de la activacion de diferentes vias de sefializacion, incluida su
via canénica JAK2-STAT5 >3, Sin embargo, la PRL también estimul6 la expresion
de VEGF y del VEGFR2 bajo condiciones de normoxia, cuando esta hormona no
modifico la angiogénesis retiniana. La razon de esta discrepancia no es clara, pero la
falta de efecto de PRL sobre la angiogénesis puede estar relacionada con el alto
nivel de vascularizacion retiniana que ocurre en la retina en desarrollo bajo
condiciones de oxigeno ambiental. La PRL estimula la angiogénesis en la membrana
corioalantoidea del embrién de pollo en el estado de no-crecimiento de los vasos
sanguineos pero no en su estado proliferativo °®°°. Ademas, en una etapa anterior
del desarrollo de la retina (P2 a P5), cuando el plexo vascular se expande
rapidamente, la exposicion a la hiperoxia ocasiona la regresion 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 raton, la angiogénesis retiniana
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es resistente a la accion de factores ambientales externos (PRL e hiperoxia) pronto

después del nacimiento durante la fase vasoproliferativa mas activa.

El efecto estimulador de la PRL sobre el VEGF y VEGFR2 bajo condiciones de
normoxia pudiera asociarse con otras acciones biologicas. El VEGF sefaliza a
través del VEGFR2 para promover la supervivencia vascular y neuronal en la retina
en desarrollo ’%; la PRL es un factor de supervivencia para diferentes células de la
retina, incluidos los fotorreceptores °’ y el epitelio pigmentario *; y la PRL parece
promover la supervivencia de los vasos sanguineos en la retina central después de
exposicion a hiperoxia (resultados de esta tesis). La hiperoxia promueve la regresion,
via apoptosis, de los vasos sanguineos en el centro de la retina debido al dafio
oxidativo directo *° e, indirectamente, debido a la regulacién negativa de VEGF *°. El
tratamiento con PRL (de P5 a P8) regul6 a la baja la expresion retiniana del factor
antiapoptotico p53 y estimuld la expresion de VEGF, que sin embargo no rescato la
pérdida de la vasculatura central. Sin embargo, el tratamiento con PRL redujo la
pérdida de vasos sanguineos 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 sanguineos en la retina en

desarrollo después del nacimiento.

A diferencia del recién nacido, la hiperprolactinemia inhibe los vasos sanguineos
retinianos en el adulto. EI 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 acumulacion de vasoinhibina en la retina ®. La terapia génica
de vasoinhibina administrada intravitrealmente reduce la vasopermeabilidad
retiniana en respuesta a VEGF vy la diabetes en la rata °® y la angiogénesis en el
modelo de angiogénesis retiniana inducida por isquemia en el ratén . 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 acida que

convierte a la PRL a vasoinhibina en los granulos de secrecion de las células
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productoras de PRL de la hip6fisis anterior "2, entre extractos de retina de ratones en
P8 y de ratones adultos. Encontraron que la conversion de PRL a vasoinhibina
debida a la catepsina D disminuye en la retina del ratdn recién nacido con respecto a
la del raton adulto. Estos hallazgos son consistentes con una menor generacion de
vasoinhibina en la retina neonatal. Esta posibilidad tiene sentido si se considera que
el nivel de factores antiangiogénicos seria mas bajo durante la fase neonatal de
activa vascularizacion 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 ayudara a aclarar esta suposicion.

Una pregunta importante es si la PRL podria desempefiar un papel fisiolégico 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
glandula pituitaria apenas produce PRL después del nacimiento "y la PRL sérica es
indetectable durante la primera semana de vida postnatal *. Sin embargo, la
ausencia de PRL sistémica en roedores puede compensarse con PRL local
producida en la retina. El ARNm y la proteina PRL se encuentran en neuronas,
células gliales "° y células endoteliales ° de la retina de la rata. Las implicaciones
fisioldgicas de nuestro trabajo deberan apoyarse en estudios futuros que evallen la
expresion 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 extrapolacion directa de los hallazgos experimentales a pacientes con ROP
también es limitada. La retina del raton recién nacido bajo hiperoxia es un modelo de
retina prematura pero no un modelo de ROP. La mayoria de los bebés prematuros
estan 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 detencion 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 vision y eventual

desprendimiento de la retina. El efecto de la PRL promoviendo la proliferacion y

61



supervivencia de los vasos sanguineos en la retina del raton recién nacido bajo
hiperoxia seria consistente con un efecto protector capaz de contrarrestar la fase
avascular de la ROP. Sin embargo, el hecho de que niveles mas altos de PRL son
una variable de riesgo para la ROP °, sugiere que el efecto proangiogénico de la
PRL no protege contra la enfermedad. El que la accion de la PRL difiera entre
roedores y humanos no es inesperado. La PRL sistémica, indetectable en roedores
recién nacidos, esta marcadamente elevada en pacientes prematuros con y sin ROP.
Ademas, la conversion proteolitica de PRL a vasoinhibina que puede reducirse en
ratones recién nacidos '’ es elevada en humanos con ROP durante la fase avascular
pero no en la fase vascular de la enfermedad °. De este modo, en contraste con la
menor generacion de vasoinhibina capaz de promover la vascularizacion 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
accion del eje PRL/vasoinhibina durante el desarrollo postnatal temprano. Se
necesita mas investigacion para comprender dénde y cOmo se generan e interactian
mecanisticamente la PRL y la vasoinhibina para influir sobre la vascularizacion

fisiologica y patologica de la retina del recién nacido.
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