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RESUMEN 

La retinopatía diabética (RD) se caracteriza por un aumento exacerbado en la 

permeabilidad y en la proliferación (angiogénesis) de los vasos sanguíneos de la 

retina. La vasoinhibina es un fragmento molecular de la hormona prolactina que 

inhibe la hipervasopermeabilidad y la angiogénesis retiniana en modelos 

experimentales de RD.  La inducción de hiperprolactinemia por levosulpirida, un 

antagonista de los receptores tipo D2 de la dopamina, eleva los niveles de 

vasoinhibina en el vítreo de pacientes con RD y sugiere el beneficio terapéutico de 

este medicamento vía la inhibición de las alteraciones vasculares retinianas por 

vasoinhibina. En esta tesis se investigó si la hiperprolactinemia inducida por la forma 

racémica de la levosulpirida (sulpirida), eleva los niveles intraoculares de 

vasoinhibina e inhibe la hipervasopermeabilidad retiniana en ratas diabéticas. Cuatro 

semanas después de inducir la diabetes con estreptozotocina, se trató a las ratas 

por dos semanas con sulpirida o con bombas osmóticas subcutáneas que liberan 

PRL. La PRL sérica y la vasoinhibina retiniana se evaluaron mediante ELISA y 

Western blot, respectivamente; y el ensayo azul de Evans determinó la 

vasopermeabilidad de la retina. La hiperprolactinemia generada por el tratamiento 

con sulpirida, o con PRL exógena, aumentó el nivel de vasoinhibina en la retina y 

redujo significativamente la vasopermeabilidad retiniana debida a la diabetes. La 

sulpirida también disminuyó la producción de hemorragias retinianas inducidas por 

la administración intravítrea del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Ni 

la sulpirida ni la PRL exógena modificaron los niveles de glucosa sanguínea y el peso 

corporal de los animales. Concluimos que la hiperprolactinemia inducida por 

sulpirida inhibe la excesiva vasopermeabilidad inducida por la diabetes o por el 

VEGF a través de favorecer la conversión intraocular de la PRL endógena a 

vasoinhibina. Estos hallazgos apoyan el potencial terapéutico de la sulpirida y su 

forma levógira (levosulpirida) en la RD. 
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ABSTRACT 

Increased retinal vasopermeability and angiogenesis are hallmarks of diabetic 

retinopathy (DR). Vasoinhibin is a fragment of the hormone prolactin (PRL) that 

inhibits diabetes-induced retinal vasopermeability and ischemia-induced retinal 

angiogenesis in rodents. Hyperprolactinemia induced by levosulpiride, a dopamine 

D2-type receptor antagonist, is associated with an increase in the levels of 

vasoinhibin in the vitreous of patients with DR, implying a beneficial outcome due to 

vasoinhibin-mediated inhibition of retinal vascular alterations. Here, we evaluated 

whether hyperprolactinemia induced by the racemic form of levosulpiride (sulpiride), 

increases the intraocular levels of vasoinhibin and inhibits excessive retinal 

vasopermeability in diabetic rats. Diabetes was generated with streptozotocin and, 

four weeks later, rats were treated for two weeks with sulpiride or with osmotic 

pumps delivering PRL. Serum PRL and retinal vasoinhibin were evaluated by ELISA 

and Western blot, respectively, and the Evans blue assay assessed retinal 

vasopermeability. Hyperprolactinemia induced by sulpiride or exogenous PRL was 

associated with increased levels of vasoinhibin in the retina and reduced retinal 

vasopermeability. Sulpiride also decreased retinal hemorrhages in response to the 

intravitreal administration of vascular endothelial growth factor (VEGF). Neither 

sulpiride nor exogenous PRL modified the blood glucose levels or body weight. We 

conclude that sulpiride-induced hyperprolactinemia inhibits the diabetes- and VEGF-

mediated increase in retinal vasopermeability by promoting the intraocular 

conversion of endogenous PRL to vasoinhibin. These findings support the 

therapeutic potential of sulpiride and its levorotatory enantiomer, levosulpiride, 

against DR. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La retinopatía diabética (RD), una complicación microvascular de la retina derivada 

de la diabetes mellitus (DM), constituye la principal causa de ceguera irreversible y 

discapacidad visual en la población mundial en edad laboral (20 a 74 años) (Lee et 

al., 2015). Quinientos treinta y siete millones de personas padecen diabetes en el 

mundo (IDF Diabetes Atlas, 2021) y se conoce que después de 5 a 15 años con la 

enfermedad el 75 al 97% de esta población presentará algún grado de retinopatía 

(Klein et al., 1984, 2008; Lee et al., 2015). 

 

La RD progresa al producirse un aumento en la vasopermeabilidad de la retina que 

conduce a edema, hemorragias, e isquemia (Simó & Hernández, 2008). La isquemia 

deriva en una hipoxia local que induce la expresión de factores pro-angiogénicos 

(entre los que sobresale el factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF) que 

conlleva a la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis). Los neovasos 

invaden y sangran en el vítreo y, en estados avanzados de la enfermedad, llegan a 

desprender la retina ocasionando ceguera irreversible (Antonetti et al., 2021; Wong 

et al., 2016). 

 

El cuidado de parámetros metabólicos característicos de la diabetes (glucosa y 

lípidos en la sangre) y el control de la presión arterial reducen el riesgo de desarrollar 

RD solamente en el 11% de los casos (Hirsch & Brownlee, 2010). Los abordajes 

terapéuticos actuales (fotocoagulación con láser, vitrectomía y terapia anti-

angiogénica intravítrea) son efectivos en el 50-80% de los casos, sólo son aplicables 

en los estados avanzados de la RD y pueden dañar la capacidad visual (Kollias & 

Ulbig, 2010). Por estas razones, es clara la necesidad de identificar nuevos blancos 

terapéuticos que permitan desarrollar tratamientos más eficaces y menos invasivos.  

 

La vasoinhibina es una proteína endógena con potencialidad terapéutica. Actúa 

directamente sobre el endotelio vascular inhibiendo la vasopermeabilidad y la 

angiogénesis en respuesta al VEGF (Clapp et al., 2008; García et al., 2008) y a otros 
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factores vasoactivos (Clapp et al., 2015). La vasoinhibina deriva de la proteólisis de 

la hormona prolactina (PRL), que por sí misma no posee efectos inhibitorios sobre 

la función vascular. La generación de la vasoinhibina define al eje prolactina-

vasoinhibina como un eje endócrino donde la PRL se convierte en una nueva 

hormona (la vasoinhibina) con acciones diferentes y donde la conversión de PRL a 

vasoinhibina se regula a nivel del hipotálamo, la glándula pituitaria y los órganos 

blanco (Triebel, Bertsch, et al., 2015).  

 

La vasoinhibina regula la angiogénesis y la vasopermeabilidad ocular (Clapp et al., 

2008). Se ha detectado en la retina de la rata (Aranda et al., 2005) y en el líquido 

sub-retiniano de pacientes con retinopatía del prematuro (Dueñas et al., 2004). Su 

participación fisiológica se apoya en experimentos donde la inmuno-neutralización 

de la vasoinhibina estimula la angiogénesis en la retina (Aranda et al., 2005). 

Además, la administración intravítrea de vectores recombinantes que transducen a 

la vasoinhibina, inhibe la angiogénesis inducida por isquemia en la retina del ratón 

(Pan et al., 2004) así como la vasopermeabilidad inducida por diabetes experimental 

en la rata o la administración intravítrea de VEGF (Arredondo Zamarripa et al., 2014; 

Díaz-Lezama et al., 2016; García et al., 2008; Ramírez et al., 2011). 

 

La PRL circulante puede ser fuente de la vasoinhibina ocular (Arnold et al., 2010). 

Se conoce que PRL radioactiva inyectada sistémicamente se incorpora a tejidos 

oculares como la coroides, la retina y los cuerpos ciliares (O’Steen & Sundberg, 

1982) y que los cuerpos ciliares y el epitelio pigmentado retiniano expresan al 

receptor de la PRL (Arnold et al., 2010; Meléndez García et al., 2016). De manera 

que, en condiciones fisiológicas la PRL puede atravesar la barrera hemato-ocular a 

través de su unión al receptor y dentro de los compartimentos oculares convertirse 

a vasoinhibina. Consistentemente con esta propuesta, estudios de nuestro 

laboratorio mostraron que la elevación crónica de los niveles circulantes de PRL, 

mediante implantes de glándulas hipofisiarias bajo la cápsula renal, se asocia con un 

aumento de la vasoinhibina en la retina y con una disminución en la 
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vasopermeabilidad que tiene lugar en la retina de ratas diabéticas (Arnold et al., 

2010).  

 

Estas observaciones sugieren que la hiperprolactinemia tiene valor terapéutico en la 

RD a través de favorecer el aumento intraocular de vasoinhibina; y, por lo tanto, que 

fármacos capaces de elevar los niveles circulantes de la PRL podrían tener también 

dicho potencial. En este proyecto investigamos uno de estos fármacos, la sulpirida, 

como un tratamiento potencial contra la RD. La sulpirida es un antagonista de los 

receptores D2 de la dopamina, que al bloquear el efecto inhibitorio de la dopamina 

hipotalámica resulta en la estimulación de la secreción hipofisiaria de la PRL (Rossi 

& Forgione, 1995). Evaluamos el efecto de la sulpirida sobre los niveles circulantes 

y retinianos de la PRL y la vasoinhibina respectivamente, así como el efecto sobre la 

vasopermeabilidad de la retina diabética en el modelo de diabetes inducido por 

estreptozotocina (STZ) y sobre la administración intravítrea del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF). Analizamos la especificidad del efecto de dicho fármaco 

a través de compararlo con el obtenido mediante la administración de PRL exógena 

en ratas diabéticas.  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Diabetes mellitus 

 

La diabetes mellitus (DM) es la enfermedad crónico-degenerativa más común 

considerada uno de los principales problemas de salud pública a nivel mundial. 

Actualmente hay 536.6 millones de personas con diabetes entre 20 a 79 años. Esto 

representa el 9.8 % de la población mundial. Se prevé que para el 2045 el número 

de personas con dicho padecimiento aumentará a 783.2 millones. México ocupa el 

séptimo lugar a nivel mundial de mayor incidencia de diabetes, que se estima en 

14.1 millones de pacientes (IDF Diabetes Atlas, 2021) 

 

La DM describe a un grupo de desórdenes metabólicos caracterizados por altos 

niveles de glucosa en plasma (hiperglucemia), resultado de una deficiencia en la 

síntesis de insulina (DM tipo 1) o bien, por una respuesta disminuida de los tejidos 

blanco a la señalización de esta hormona ó resistencia a la insulina (DM tipo 2) 

(Ozougwu et al., 2013). La insulina es sintetizada y secretada por las células ß del 

páncreas y es responsable de la homeostasis de la glucosa a través estimular su 

internalización hacia el interior celular, para ser metabolizada como fuente de 

energía (Alberti, 2010). 

 

La DM tipo 1 es causada por la destrucción selectiva de las células ß pancreáticas 

debido a un proceso autoinmune que puede conducir a una absoluta deficiencia de 

insulina, por lo que los pacientes requieren de una terapia con insulina para 

mantener su normoglicemia (Shulman & Daneman, 2010). La DM tipo 2 es el tipo 

más común de diabetes ya que representa el 90% de los casos de DM en el mundo 

(IDF Diabetes Atlas, 2021). La DM tipo 2 tiene una etiología múltiple que resulta de 

la interacción de factores genéticos, medioambientales y conductuales asociados a 

la obesidad, la mala alimentación y la inactividad física, entre otros (Stumvoll et al., 

2005). Con el tiempo, estos factores conducen a la resistencia a la acción de la 

insulina y la consecuente hiperglucemia (Deshpande et al., 2008). Además, existe 
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un estado denominado ‘prediabetes’ que describe una condición en la cual las 

personas presentan niveles altos de glucosa en sangre y mayor riesgo de progresar 

a la DM tipo 2 (IDF Diabetes Atlas, 2021). 

 

Existe también la DM gestacional, que se presenta a consecuencia de la resistencia 

a la insulina desarrollada por el sobrepeso y obesidad durante la gestación, aunque 

también influyen las hormonas producidas por la placenta (McIntyre et al., 2019). 

Recientemente se han descrito y clasificado otros tipos de diabetes englobados 

como ‘diabetes monogénica’, es decir, que se originan a consecuencia de la 

alteración en un solo gen y se pueden diferenciar en dos grandes grupos, las 

diabetes neonatales y las diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the 

Young) la cuales son detectadas en la infancia o adolescencia (Steck & Winter, 

2011). 

 

En cualquier tipo de diabetes, la hiperglucemia junto con otros factores de riesgo 

como la hipertensión y la hiperlipidemia, inician una cascada de cambios fisiológicos 

y bioquímicos a nivel sistémico. Entre estos cambios destaca la disfunción del 

sistema endotelial a nivel macro y micro-vascular (Cheung et al., 2010). Dentro de 

las complicaciones micro-vasculares más severas de la diabetes están la nefropatía 

y patologías oculares como el edema macular diabético (EMD) y la retinopatía 

diabética (RD) (Antonetti et al., 2012; Cai & Boulton, 2002). 

 

2.2. Prevalencia e incidencia de la RD 

 

La RD es una de las principales causas de ceguera irreversible o disminución de la 

capacidad visual en la población mundial en edad laboral (20 a 79 años) (Antonetti 

et al., 2012; Cheung et al., 2010; Stewart, 2017b). La prevalencia mundial de 

cualquier grado de RD es del 35%; en el 2010  el número mundial de personas con 

RD fue 126.6 millones y se estima que para el 2030 aumentarán a 191 millones de 

los cuales 56.3 millones tendrán comprometida seriamente la visión (Stewart, 

2017a). La incidencia de RD en la DM tipo 1 es del 50%, 74% y 97% después de 5 
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a 7, 10 y 25 años con el padecimiento, respectivamente. La incidencia de RD en 

pacientes con DM tipo 2 es del 60% después de 10 a15 años con la enfermedad 

(Fong et al., 2004; Ting et al., 2016).  

 

En México, existen pocos estudios sobre la incidencia de RD y los datos reportados 

son principalmente para DM tipo 2. La incidencia de RD es del 23% después de 3-4 

años con diabetes y del 47.6% a los 6 años con la enfermedad (Rodríguez-Villalobos 

et al., 2004). En un estudio donde se analizó la incidencia y progresión de la RD en 

pacientes con DM tipo 2 a lo largo de 12 años, se reportó que la RD de cualquier 

grado se presentó en 30 de 42 pacientes que no tenían la patología al inicio del 

estudio, estableciéndose una incidencia de 71.4 % y progresión de 74 % (Rodríguez-

Villalobos et al., 2005). Estos datos son importantes pues sugieren que la incidencia 

de la RD en México es más alta y se desarrolla en menos tiempo que a nivel mundial. 

 

2.3. Características de la retina 
 

La retina se encuentra en la región más interna del ojo y forma parte del sistema 

nervioso central (SNC). Es el tejido neural encargado de captar las señales 

luminosas y transformarlas en impulsos nerviosos (fototransducción) que viajarán a 

través del nervio óptico hacia el cerebro para dar lugar a la percepción visual (Purves 

et al., 2001). Para que la fototransducción sea posible, la luz debe atravesar de forma 

sucesiva todas las estructuras oculares: la córnea, el humor acuoso, el lente y el 

cuerpo vítreo hasta llegar a la retina (Fig.1). Por lo que estas estructuras deben 

mantenerse transparentes para maximizar la transmisión y la refracción de la luz 

hacia la retina (Bassnett et al., 2011). La transparencia de dichas estructuras se debe 

a la ausencia de vasos sanguíneos, por lo que el aporte de nutrientes y oxígeno lo 

obtienen por difusión.  

 

La retina por su parte está formada por cinco tipos de células organizadas en diez 

capas: neuronas (fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, células 

amácrinas y células ganglionares), células gliales (células de Müller y astrocitos), 
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células de la microglía, células endoteliales y pericitos (Antonetti et al., 2006). La 

retina también tiene la exigencia de mantener algunas capas desprovistas de vasos 

sanguíneos en su totalidad para captar la mayor cantidad de luz, por lo que la 

densidad de vasos sanguíneos en la retina es baja a pesar de una demanda 

metabólica muy alta, lo que indica que la microvasculatura debe estar finamente 

regulada (Antonetti et al., 2006).  

 

La retina está vascularizada por dos sistemas, uno que deriva de la arteria central 

(barrera hematorretiniana interna) y el otro formado por las arterias ciliares 

posteriores cortas (barrera hematorretiniana externa) (Das & Byrd, 2014). El sistema 

microvascular de la arteria central de la retina tiene su origen en la arteria oftálmica 

que deriva de la arteria carótida interna. La arteria central entra al ojo por el nervio 

óptico donde se ramifica para irrigar las capas internas de la retina (cercanas al 

cuerpo vítreo); mientras que las capas más externas de la retina reciben oxígeno y 

nutrientes por difusión de la coroides; vía el epitelio pigmentado retiniano (Das & 

Byrd, 2014). Los vasos sanguíneos están formados por células endoteliales, 

membrana basal y pericitos, pero a diferencia de otros lechos vasculares, el 

endotelio de los vasos de la retina no es fenestrado, presenta uniones estrechas y 

baja permeabilidad (Xia & Rizzolo, 2017). La baja permeabilidad del endotelio 

vascular retiniano se altera en la condición diabética que ocasiona daños en su 

estructura y fisiología que desencadena la progresión hacia la RD y el EMD. 

 

 

Figura 1. Anatomía del ojo y estructura de la retina. (Esquema modificado de Xia & Rizzolo, 

2017). 
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2.4. Clasificación y etiología de la RD 

 

La diabetes afecta a todo el ojo, los anexos oculares, la vía neurosensorial y el 

sistema de motilidad ocular, sin embargo, la afección más severa que conlleva a la 

pérdida de visión se debe a complicaciones microvasculares de la retina (Stewart, 

2017c). La RD es una patología de la microvasculatura de la retina derivada de 

alteraciones a nivel estructural y funcional de los vasos sanguíneos que genera 

disminución de la capacidad visual y, eventualmente ceguera (Cheung et al., 2010). 

 

La RD se clasifica en no proliferativa (RDNP) y proliferativa (RDP). La RDNP se 

caracteriza por flujo sanguíneo alterado e incremento de la permeabilidad vascular 

que conduce a la formación hemorragias y edema, el engrosamiento de la lámina 

basal de los capilares, así como la muerte y desprendimiento de pericitos y de 

células endoteliales que genera capilares acelulares, oclusión capilar y por ende a 

la formación de zonas de isquemia e hipoxia (Durham & Herman, 2011). La hipoxia 

estimula la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de los preexistentes 

(angiogénesis), característica de la RDP (Fig. 2) (Frank, 2009).  

 

Clínicamente, las manifestaciones de la RD incluyen la formación de 

microaneurismas, exudados duros (depósitos lipídicos) y algodonosos y, en estados 

avanzados, la proliferación de los vasos sanguíneos los cuales son frágiles y 

frecuentemente se rompen produciendo hemorragias vítreas que interfieren con la 

visión y conducen a la generación de tejido fibroso que al ejercer tracción sobre la 

retina la desprende y ocasiona ceguera irreversible (Antonetti et al., 2021). Además, 

se ha descrito que conforme incrementa la severidad de la RD, aumenta el riesgo 

de desarrollar EMD; pues existe correlación con la localización de la permeabilidad 

vascular, el grado del engrosamiento de la retina y el desarrollo del EMD (Gardner 

et al., 2009). 

 

La etiología de la RD es compleja, pues están involucrados múltiples factores como 

la hiperglucemia, la duración de la DM, la hiperlipidemia y la hipertensión arterial 
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(Nguyen et al., 2009; Sasongko et al., 2012). Estudios epidemiológicos muestran que 

un buen control de la glucosa sanguínea y la hipertensión arterial previenen el 

desarrollo y progresión de complicaciones vasculares asociadas a la diabetes, pero 

no eliminan del todo el riesgo de padecer RD (King et al., 1999; Stewart, 2017c). Se 

sabe que una proporción de diabéticos con buen control glucémico y/o de presión 

arterial, no desarrollan RD (Keenan et al., 2007) mientras que otros pacientes con el 

mismo buen control desarrollan estados graves del padecimiento (Zhang et al., 

2001). Esto podría indicar la participación de otros factores como la obesidad, la 

resistencia a la insulina y la inflamación que han sido asociados a la disfunción del 

endotelio vascular en complicaciones como la nefropatía diabética (Sasongko et al., 

2012).  

 

El entendimiento de los mecanismos patofisiológicos que subyacen a la RD está en 

constante avance, pero se acepta que la hiperglicemia crónica es fundamental para 

iniciar alteraciones bioquímicas en la microvasculatura de la retina que conllevan al 

desarrollo del padecimiento (Matthews et al., 2004). Se ha propuesto que la 

alteración en las rutas bioquímicas del metabolismo de la glucosa por efecto de la 

hiperglicemia, desencadena alteraciones vasculares en la retina (Cohen & Gardner, 

2016). Estas rutas incluyen la vía de la aldosa reductasa (vía de los polioles), la 

activación de la vía de la proteína quinasa C (PKC), la glicación no enzimática y la 

generación de productos finales de glicación avanzada o AGEs (Advanced Glycation 

End products) (Brownlee, 2005; Cohen & Gardner, 2016), así como el aumento en 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS; Reactive Oxygen Species) y 

estrés oxidativo (Cheung et al., 2010).  

 

En conjunto la hiperglucemia, los AGEs, ROS y el estrés oxidativo, así como la 

generación de citocinas proinflamatorias, estimulan en la retina diabética la 

sobreproducción de moléculas pro-angiogénicas como el factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el VEGF 

(Antonetti et al., 2021).  
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El VEGF es el factor más relevante asociado al incremento de la vasopermeabilidad 

retiniana, la disrupción de la barrera hematorretiniana y la neovascularización 

(Antonetti et al., 2021; Simó et al., 2014). De hecho, en la retina diabética, la 

alteración del flujo sanguíneo genera zonas de isquemia e hipoxia que activan al 

factor inducible por hipoxia-1α (HIF-1α) responsable de incrementar la transcripción 

y expresión del VEGF (Simó et al., 2014).  

 

El VEGF actúa a través de su receptor tipo 2 (VEGFR-2) que está presente en el 

endotelio vascular retiniano (Gupta et al., 2013), activando a la óxido nítrico sintetasa 

endotelial (eNOS). La eNOS es una enzima dependiente de Ca2+/Calmodulina 

activada por la liberación de calcio intracelular, tras la activación de la fosfolipasa C 

(PLC) (Gélinas et al., 2002), una vez activada produce óxido nítrico (NO). El NO 

promueve la vasodilatación, la vasopermeabilidad y la angiogénesis. Ratones nulos 

para el gene de la eNOS, mostraron una extravasación significativamente reducida 

de albúmina sérica bovina en la piel, así como angiogénesis reducida en respuesta 

a la administración de VEGF (Fukumura et al., 2001). Pacientes con RD y modelos 

de diabetes en ratas (Gong et al., 2013) presentan niveles intraoculares elevados de 

VEGF (Adamis et al., 1994; Funatsu et al., 2002), lo que ha motivado la búsqueda de 

moléculas dirigidas a contrarrestar el efecto del VEGF. 

 

Figura 2. Principales alteraciones de la microvasculatura de la retina derivadas de la 

diabetes asociados al desarrollo de la RD no proliferativa (RDNP) y su progresión hacia RD 

proliferativa (RDP). 
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2.5. Terapias de la RD 

 

Los tratamientos convencionales de la RD incluyen a la fotocoagulación láser, la 

vitrectomía y las terapias intraoculares anti-angiogénicas y anti-inflamatorias (Tomita 

et al., 2021). La fotocoagulación láser ha sido el tratamiento ocular estándar en 

pacientes con RDP por más de tres décadas (Frank, 2009). Este tratamiento consiste 

en la aplicación de láser para generar pequeñas quemaduras en zonas discretas de 

la retina con el propósito, entre otros, de eliminar el tejido isquémico productor de 

factores pro-angiogénicos. Si  bien este procedimiento reduce el avance de la 

enfermedad en el 50% de los casos, no revierte las lesiones y es por sí mismo 

destructivo (Gupta & Gupta, 2015).  

 

La vitrectomía consiste en sustituir quirúrgicamente una porción o la totalidad del 

vítreo. Se lleva a cabo en estados avanzados de las hemorragias vítreas o del 

desprendimiento de la retina. El inconveniente de este tratamiento es que aumenta 

el riesgo de formación de cataratas en un 44% y de la neovascularización del iris 

(Stefánsson, 2009). Aunque la fotocoagulación con láser y la vitrectomía presentan 

una tasa de éxito elevada es decir, por arriba del 50 % (Evans et al., 2014; Sharma 

et al., 2016), pueden requerir intervenciones sucesivas (en el caso del láser) y son 

procedimientos altamente invasivos (Fong et al., 2007).   

 

Dado que la RDP está determinada por la angiogénesis, un tratamiento efectivo es 

la terapia anti-angiogénica intravítrea. Generalmente se administran de manera 

intraocular moléculas dirigidas a bloquear el efecto del VEGF, como anticuerpos 

anti-VEGF, RNA de interferencia contra el VEGF (Reich et al., 2003) o receptores 

solubles de VEGF (Bainbridge et al., 2003). Este tratamiento es efectivo en el 70-

80% de los casos, sin embargo, su eficacia suele ser temporal y su uso a largo plazo 

puede conducir a la neurodegeneración de la retina y aumentar el riesgo de 

alteraciones vasculares coroideas. Además, existe la preocupación de que el 

fármaco inyectado a nivel intraocular ingrese hacia la circulación sistémica causando 
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algún efecto colateral sistémico, por lo que es indispensable la vigilancia clínica de 

estas terapias oculares (Cheung et al., 2014). 

 

Por lo tanto, uno de los objetivos de la investigación en este campo, es la búsqueda 

de nuevas moléculas o tratamientos que no sólo contrarresten los estados de la RD 

sino que prevengan el inicio de las alteraciones vasculares retinianas determinantes 

del padecimiento. Al respecto, la vasoinhibina posee efectos inhibitorios sobre  la 

vasopermeabilidad, la vasodilatación y la angiogénesis ocular (Clapp et al., 2008) y 

puede contrarrestar la acción no solamente del VEGF si no de otros factores 

angiogénicos (Arredondo Zamarripa et al., 2014; García et al., 2008). 

 

2.6. Eje PRL-vasoinhibina 

 

La PRL es una hormona proteica, sintetizada y secretada mayoritariamente por 

células especializadas de la glándula pituitaria anterior, los lactótropos (Ben-

Jonathan et al., 1996). Esta hormona se identificó por sus efectos estimuladores de 

la producción de leche en los mamíferos (Freeman et al., 2000), no obstante, hasta 

hora se le han encontrado más de 300 acciones biológicas que involucran efectos 

en la reproducción, el desarrollo, el crecimiento, el metabolismo, la función cerebral, 

la respuesta inmune, la osmorregulación y la angiogénesis (Ben-Jonathan et al., 

2006; Clapp et al., 2009; Freeman et al., 2000). Esta diversidad funcional se debe, 

en parte, a que la síntesis y secreción de PRL no es exclusiva de la hipófisis, también 

ocurre en órganos y tejidos extra-hipofisiarios como la placenta, el epitelio mamario, 

las células del sistema inmunológico (leucocitos), el útero, el endometrio, el cerebro, 

la próstata, el tejido adiposo, el cartílago articular y el propio endotelio vascular (Ben-

Jonathan et al., 1996; Clapp et al., 2008; Corbacho et al., 2002; Y Macotela et al., 

2006). Además, la diversidad funcional de la PRL se apoya en la distribución ubicua 

de su receptor (Bole-Feysot et al., 1998) y en la heterogeneidad estructural de la 

proteína que resulta de modificaciones postraduccionales como la derivada de la 

proteólisis enzimática. 

 



13 
 

Proteasas como la catepsina D (Piwnica et al., 2006), diferentes tipos de 

metaloproteasas de matriz (MMPs) (Y Macotela et al., 2006), la proteína morfogénica 

de hueso tipo-1 (BMP-1) (Ge et al., 2007) y la trombina (Zamora et al., 2021) cortan 

a la PRL en fragmentos de tamaños variables (5.7-18 kDa) los cuales contienen a la 

región amino-terminal (N-terminal) de la hormona. Estos fragmentos, poseen efectos 

inhibitorios sobre la función vascular que no están presentes en la molécula 

completa de PRL y que permitieron su denominación como ‘vasoinhibina’ (Clapp et 

al., 2006).  

 

La conversión de PRL a vasoinhibina depende del nivel de la producción de la PRL 

hipofisaria, así como de la actividad de las proteasas convertidoras presentes tanto 

en los tejidos productores, como en los tejidos blanco. Estas observaciones 

condujeron al planteamiento de un nuevo eje endócrino, el eje PRL-vasoinhibina a 

través del cual, la PRL se convierte a una nueva hormona ‘la vasoinhibina’ por 

mecanismos que tienen lugar en el hipotálamo, la hipófisis y los órganos blanco (Fig. 

3) (Triebel, Bertsch, et al., 2015).  
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Figura 3. Eje PRL-vasoinhibina. Esquema modificado de Triebel et al., 2015. 

 

2.7. Efectos de la vasoinhibina 

 

La vasoinhibina representa un potente regulador natural de las vasopermeabilidad y 

la angiogénesis. En el ojo sano, la angiogénesis está altamente restringida, pues 

estructuras como la córnea, el cristalino, el vítreo y la región externa de la retina son 

avasculares, esto les confiere la transparencia necesaria para la visión (Beebe, 

2008). La vasoinhibina participa en la restricción fisiológica de la angiogénesis 

ocular, pues está presente en la retina en condiciones fisiológicas y su inactivación 
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mediante la inyección intravítrea de anticuerpos que la inmuno-neutralizan, estimula 

la angiogénesis local (Aranda et al., 2005). También se ha demostrado que la 

administración intravítrea de vasoinhibina inhibe la vasopermeabilidad retiniana 

inducida por VEGF (García et al., 2008) y bradicinina (Arredondo Zamarripa et al., 

2014); y que la inyección intravítrea de virus adenoasociados que transducen a la 

vasoinhibina previene (Ramírez et al., 2011) y revierte (Díaz-Lezama et al., 2016) el 

desarrollo de la retinopatía diabética experimental. 

 

La posibilidad de que la PRL circulante sea fuente de la vasoinhibina ocular, se 

sustenta en que la PRL radioactiva inyectada de manera intracardiaca se localiza en 

la coroides, la retina y los cuerpos ciliares de la rata (O’Steen & Sundberg, 1982) 

indicando que esta hormona puede atravesar la barrera hemato-ocular. Además, los 

cuerpos ciliares y el epitelio pigmentado retiniano (EPR) expresan al receptor de la 

PRL (Arnold et al., 2010; Meléndez García et al., 2016) y pueden representar un 

mecanismo para el transporte activo de la hormona al interior del ojo. El trabajo de 

Arnold y colaboradores, mostró que la elevación crónica de los niveles circulantes 

de PRL mediante la colocación de implantes de glándulas hipofisiarias en la cápsula 

renal de ratas receptoras, se asocia con un aumento en la vasoinhibina retiniana y 

con una disminución en la vasopermeabilidad que tiene lugar en la retina de ratas 

diabéticas (Arnold et al., 2010). Estos hallazgos sugieren que la hiperprolactinemia 

puede tener valor terapéutico en la RD a través de favorecer el incremento 

intraocular de la vasoinhibina. En apoyo a esto, estudios clínicos han mostrado que 

los niveles de PRL y los de la vasoinhibina están disminuidos en pacientes con RD 

(Arnold et al., 2010; Triebel et al., 2009) y que altos niveles de PRL circulante se 

asocian con un menor riesgo de padecer diabetes y sus complicaciones (Wang et 

al., 2013, 2016). 

 

2.8. Sulpirida 

 

La sulpirida es una benzamida que bloquea selectivamente a los receptores tipo D2 

de la dopamina en el sistema nervioso central y en el tracto gastrointestinal (Rossi & 
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Forgione, 1995). Inicialmente fue medicada como un antipsicótico y antidepresivo a 

dosis elevadas (200-3,200 mg/día) (Caley & Weber, 1995) pero a dosis menores (50-

75 mg/día) la sulpirida tiene efectos antieméticos, anti-dispépticos y procinéticos 

(Mansi et al., 1995) y es recomendada a pacientes diabéticos que frecuentemente 

presentan estos problemas digestivos (Kashyap & Farrugia, 2010). El bloqueo de los 

receptores D2 de la dopamina favorece la acción colinérgica sobre la musculatura 

lisa del tracto digestivo y con ello la motilidad gastrointestinal (Mansi et al., 1995).  

 

Está bien documentado que los fármacos anti-dopaminérgicos tienen como efecto 

secundario elevar los niveles circulantes de la hormona PRL (Haddad et al., 2001). 

La dopamina es el principal inhibidor hipotalámico de la síntesis y secreción de PRL 

vía su acción sobre receptores tipo D2 presentes en los lactótropos hipofisiarios 

(Freeman et al., 2000). Por lo que, al antagonizar el efecto inhibidor de la dopamina, 

se tiene como resultado un incremento en la secreción de la PRL a la circulación 

(hiperprolactinemia). Estudios en animales han mostrado el efecto 

hiperprolactinémico del tratamiento crónico con sulpirida (Baptista et al., 2002; 

Debeljuk et al., 1975). 

 

Los efectos negativos de la hiperprolactinemia incluyen turgencia y crecimiento 

mamario (ginecomastia), galactorrea, anovulación y disminución de la libido 

(Majumdar & Mangal, 2013). Sin embargo, Lozano y colaboradores reportaron que 

de 342 pacientes que recibieron levosulpirida (forma levógira de la sulpirida) 75 

mg/día de manera oral durante 4 semanas, sólo 11 pacientes presentaron 

galactorrea leve y ningún paciente tuvo que dejar el estudio por esta causa (Lozano 

et al., 2007). Esto sugiere que los efectos adversos derivados de la 

hiperprolactinemia por el tratamiento de la levosulpirida son menores. 

 

Actualmente está en curso un ensayo clínico que investiga el efecto benéfico de 

elevar los niveles circulantes de PRL mediante el tratamiento oral de la forma 

levógira de la sulpirida (levosulpirida), en pacientes con RDP (ClinicalTrials.gov. ID 

NCT0361652) del cual ya se han publicado resultados (Robles-Osorio et al., 2018). 



17 
 

Al respecto, el tratamiento con levosulpirida por dos semanas (75 mg/día) elevó a la 

PRL sistémica y a la PRL en el vítreo de pacientes con RDP comparado con las 

muestras de pacientes que recibieron el placebo (101 ± 13 vs. 9.2 ± 1.3 ng/ml PRL 

en suero y 3.2 ± 0.4 vs. 1.5 ± 0.2 ng/mL de PRL en vitreo). Se encontró que el vítreo 

de pacientes con levosulpirida tuvo un efecto inhibitorio sobre la proliferación de 

células HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) en cultivo inducido por FGF 

y VEGF y dicho efecto anti-angiogénico se redujo cuando se administraron 

anticuerpos para inmuno-neutralizar a la vasoinhibina lo que demuestra la presencia 

de una vasoinhibina bioactiva presente en el vítreo. Además se reportó que el vítreo 

de pacientes con RDP tiene actividad proteolítica capaz de convertir la PRL hacia 

vasoinhibina (Nuñez-Amaro et al., 2020). Estos hallazgos muestran que la 

levosulpirida incrementa los niveles intraoculares de vasoinhibina en pacientes con 

RD y, por ende, sugieren el posible valor benéfico de este medicamento. Sin 

embargo, aún no concluye el estudio clínico y se desconoce si la levosulpirida 

protege o no contra la progresión de la RD y el EMD.  

 

En este sentido y de acuerdo con todos los antecedentes, en este proyecto 

investigamos en animales de experimentación el efecto de la sulpirida (la forma 

racémica de la levosulpirida) sobre la vasopermeabilidad de la retina inducida por 

diabetes o por la administración intravítrea de VEGF y si este efecto depende de la 

generación de vasoinhibina intraocular motivada por la hiperprolactinemia 

farmacológica. La valoración del efecto de este fármaco sobre la RD experimental 

complementará lo obtenido en el ensayo clínico, y nos acercará a la obtención de 

un nuevo tratamiento vía el eje PRL-vasoinhibina. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

La retinopatía diabética representa una de las principales causas de ceguera 

irreversible a nivel mundial. México ocupa el séptimo lugar en el mundo con más de 

14 millones de personas con diabetes y con un porcentaje de incidencia de RD 

mayor a los datos globales (71.4 %). Los tratamientos actuales para la RD son 

invasivos, de administración periódica, no siempre eficaces y pueden presentar 

efectos secundarios, por lo que es necesario identificar nuevos blancos 

terapéuticos. La manipulación del eje PRL-vasoinhibina posee potencial terapéutico 

en la RD. Esta tesis evaluó el efecto de la hiperprolactinemia inducida por el 

medicamento sulpirida (un antagonista dopaminérgico de uso clínico para tratar 

trastornos gastrointestinales, como la gastroparesis que frecuentemente ocurre en 

la diabetes), con el propósito de que el incremento en la PRL sistémica se traduzca 

en la acumulación de vasoinhibina en la retina, capaz de inhibir las alteraciones 

vasculares causadas por la condición diabética o por el VEGF. 
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4. HIPÓTESIS 

 

La hiperprolactinemia inducida por la sulpirida eleva los niveles intraoculares de la 

vasoinhibina y, por ende, reduce el aumento de la vasopermeabilidad en la retina de 

ratas diabéticas. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1. Determinar si la hiperprolactinemia inducida por sulpirida eleva los niveles 

de la vasoinhibina en la retina y reduce el aumento de la vasopermeabilidad 

retiniana en ratas diabéticas. 

 

5.2. Evaluar el efecto de la sulpirida sobre la administración intravítrea de VEGF 

en ratas no diabéticas.  

 

5.3.  Analizar si el efecto de la sulpirida sobre la vasopermeabilidad retiniana en 

ratas diabéticas, es mediado por la hiperprolactinemia y su conversión de 

vasoinhibina en la retina, a través de compararlo con el tratamiento de PRL 

exógena.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. PRL y vasoinhibina  

Se utilizó PRL recombinante de rata (AFP878) y PRL ovina (10692C) que fueron 

obtenidas del National Hormone and Pituitary Program (NHPP) y el Dr. A.F. Parlow 

(Harbor-University of California, Los Angeles, CA). El estándar de vasoinhibina de 16 

kDa fue generado mediante el corte proteolítico de la PRL recombinante de rata 

incubaba con extracto de glándula mamaria, como se ha reportado previamente 

(Clapp, 1987). 

 

6.2. Animales  

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar entre 7 a 8 semanas de edad (250-300 

g de peso). Todos los animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto de 

Neurobiología de la UNAM Campus-Juriquilla bajo condiciones estándares (24 °C, 

ciclo 12 h luz/12 h oscuridad y comida y agua ad libitum). Todos los experimentos 

fueron autorizados por el Comité de Ética del Instituto de Neurobiología. Al final de 

cada experimento, los animales se manipularon mimetizando las condiciones a 

emplear durante el sacrificio para evitar el incremento en los niveles de PRL debido 

a estrés (Seggie & Brown, 1975). 

 

6.2.1. Sulpirida 

Se usó sulpirida inyectable (50 mg/ml, Dogmatil, SANOFI®) y solución salina (0.9% 

NaCl) como control. Para conocer la dosis adecuada de sulpirida para inducir 

hiperprolactinemia, se evaluó el efecto en ratas sanas de la inyección intraperitoneal 

(i.p.) de 3 diferentes dosis (5, 10 y 20 mg/kg) de sulpirida administradas diariamente 

por 5 días. Las ratas fueron sacrificadas bajo exposición a una atmósfera de CO2 y 

decapitación y los sueros se almacenaron a -70 oC para la posterior determinación 

de PRL. 
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6.2.2. Modelo de diabetes inducido por estreptozotocina (STZ) 

La STZ es un fármaco con propiedades antibióticas y antineoplásicas por su 

actividad citotóxica que resulta en la destrucción selectiva de las células β del 

páncreas productoras de la hormona insulina, por lo que se utiliza para generar DM 

experimental tipo 1 (Abdollahi & Hosseini, 2014). La inyección i.p. de una sola dosis 

de STZ en la rata, induce diabetes a los  2 a 4 días posteriores a su administración, 

que se manifiesta por niveles permanentemente altos de glucosa en sangre ( 250 

mg/dL) y la disminución de insulina circulante (Akbarzadeh et al., 2007; Furman, 

2015). Para este proyecto, las ratas fueron sometidas a ayuno por la noche e 

inyectadas al día siguiente con una única dosis i.p. de STZ (60 mg/kg, Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO) o de vehículo (buffer de citratos 10 mM, pH 4.5). Los animales con 

niveles de glucosa en sangre  250 mg/dL se consideraron diabéticos. 

 

6.2.3. Tratamiento con sulpirida 

A las 4 semanas posteriores a la inducción de diabetes (post-STZ), las ratas 

diabéticas y no diabéticas recibieron una inyección i.p. diaria de sulpirida (20 mg/kg) 

o vehículo (0.9% NaCl) por dos semanas.  

 

6.2.4. Tratamiento con PRL 

A las 4 semanas post-STZ, las ratas diabéticas y no diabéticas fueron o no 

implantadas subcutáneamente con una bomba osmótica (Alzet, modelo 2002; 

CURECT Corp., Cupertino, CA) que liberó continuamente PRL ovina a razón de 0.16 

mg/kg/día por dos semanas. Los controles fueron sometidos al estímulo de la cirugía 

(grupo “Sham”). 

 

Los animales se distribuyeron en forma aleatorizada antes de recibir los tratamientos 

y el peso corporal y la glucosa sanguínea (obtenida de la vena de la cola) se evaluó 

una vez a la semana para determinar posibles diferencias en su estado de salud. Al 

final de cada experimento (6 semanas post-STZ), los animales se sacrificaron bajo 

exposición a una atmósfera de CO2 y decapitación, se colectaron los sueros y las 
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retinas. Otros animales fueron sometidos al ensayo in vivo de azul de Evans para 

evaluar la vasopermeabilidad de la retina. 

 

6.3. Cuantificación de PRL en suero 

6.3.1. ELISA 

La PRL endógena se cuantificó en el suero mediante el método de ELISA  

previamente publicado (Guillou et al., 2015). Brevemente, placas de 96 pozos se 

adicionaron con 50 µl de anticuerpo de captura anti-PRL de rata (AFP65191/Guinea 

Pig) a una dilución 1:1000 y se incubaron toda la noche a 4°C sin agitación. Al día 

siguiente, se lavó el exceso de anticuerpo, se adicionó leche al 5% en buffer de 

fosfatos (PBS) a pH 7.4 y se incubó durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Se 

agregaron concentraciones crecientes (0-2ng/mL) de PRL recombinante de rata 

(curva estándar); y se utilizaron diferentes diluciones de las muestras séricas, a 

saber: muestras de suero control sin sulpirida (1:10) y con sulpirida (1:200) y sueros 

de las ratas diabéticas tratadas con sulpirida (1:50). Las placas se incubaron por 2 h 

a TA. Al cabo de este tiempo, se adicionó el anticuerpo de detección (anti-PRL de 

ratón; Dr. Frank Talamantes, Universidad de California, Santa Cruz, CA) por 2 h a TA 

seguido del anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano (anti rabbit, 

IgG, Fisher Scientific; NA934) por 1 h a TA. La detección de la reacción empleó el 

sustrato de la peroxidasa, o-fenilenediamina, que en presencia del anticuerpo 

secundario adherido produce una reacción colorimétrica. El nivel de reacción se 

determinó mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 490 nm y 650 

nm.  La concentración de la PRL en los sueros se determinó interpolando los valores 

de densidad óptica con respecto a la curva estándar. El ELISA mostró la sensibilidad 

reportada de 0.2 ng/mL (Guillou et al., 2015). 

 

6.3.2. Bioensayo de Nb2 

La PRL ovina presente en el suero de los animales implantados con las bombas 

osmóticas, se cuantificó mediante el bioensayo de la línea celular Nb2 proveniente 

de un linfoma de rata Nb2, cuya proliferación es estimulada en forma específica por 
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la PRL, de acuerdo con el método previamente descrito (Tanaka et al., 1980). Para 

este ensayo se usó un anticuerpo específico para la PRL ovina (C-3581016789, 

National Hormone and Peptide Program) que no reacciona con la PRL de la rata.  

 

6.4. Inmunoprecipitación (IP)-Western blot 

La PRL y la vasoinhibina fueron evaluadas en el suero de los animales tratados con 

sulpirida mediante IP-Western blot. Brevemente, 400 µl de suero se incubaron con 

2 µl de anticuerpo anti-PRL de rata C-1 [obtenido localmente y caracterizado 

previamente (Dueñas et al., 1999)] a 4°C toda la noche en NETgel buffer (Tris base 

50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM a pH 8.0, Igepal CA-630 al 0.1%, gelatina de piel 

bovina al 0.25% y acida de sodio al 0.02%). Al día siguiente, las muestras se 

incubaron por 2 horas con 35 µl de proteína A-sefarosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO); se lavaron tres veces con NETgel-SDS al 10% y centrifugación (10,000 rpm 

por 5 min). El precipitado final se adicionó con Laemmli 6X bajo condiciones 

reductoras, se calentó a 97°C por 10 min y se procesó en geles de poliacrilamida al 

15% bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteínas se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa que fueron incubadas con el anticuerpo C-1 (1:500) 

y el anticuerpo secundario anti-conejo (1:5,000) acoplado a fosfatasa alcalina 

(Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 111-055-003, RRID:AB_2337947) y se 

revelaron con un kit para fosfatasa alcalina (Bio-Rad, Hércules, CA, USA). 

 

6.5. Western blot de extractos de retina 

6.5.1. Evaluación de la vasoinhibina retiniana 

 La vasoinhibina se evaluó en extractos de retina de ratas tratadas con sulpirida o 

implantadas con las bombas osmóticas que liberaron PRL ovina. Cada retina se 

homogenizó en 120 µl de buffer de lisis (Tris–HCl 5 mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, 

Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, Na4P2O7 100 mM, sacarosa 250 mM, Igepal CA-630 al 

1%, pH 7.5) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (11697498001; 

Roche, Basel, Switzerland). La proteína total se cuantificó mediante el método de 

Bradford. La proteína total (50-80 μg) se procesó bajo condiciones reductoras y 
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desnaturalizantes (15% SDS-PAGE) y se transfirió a membranas de nitrocelulosa 

que se incubaron con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la región N-

terminal de la PRL de rata (INN-1; 1:500) (Aranda et al., 2005) o de la PRL ovina 

(4C10) (Scammell et al., 1992). La detección de las proteínas se realizó usando 

anticuerpos secundarios anti-ratón (1: 5,000) acoplados a fosfatasa alcalina 

(Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 115-055-003, RRID:AB_2338528) o 

acoplados a peroxidasa de rábano (Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 115-035-

003, RRID:AB_10015289. Se reveló a la β-tubulina como control de carga (Abcam 

Cat# ab6046, RRID: AB_2210370). Las membranas fueron digitalizadas y la 

densitometría de las bandas se analizó mediante el software Quantity One 1-D (Bio-

Rad, Hércules, CA, USA).   

 

6.5.2. Evaluación de albúmina en la retina 

Se evaluó a la albúmina en la retina de ratas diabéticas tratadas con sulpirida, como 

índice de vasopermeabilidad. A las 6 semanas post-STZ, las ratas fueron sacrificadas 

mediante su exposición a una atmósfera saturada de CO2, perfundidas con PBS pH 

7.5 a 37°C por 5 minutos (o hasta que el hígado aclaró su color) y las retinas fueron 

obtenidas. Quince µg de proteína total de extractos de retina se procesaron en SDS-

PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se incubaron con 

una dilución 1:1,000 de un anticuerpo anti-albúmina (1:1,000) (Bethyl Cat# A90-

134A, RRID:AB_2891982) y de un anticuerpo anti-GAPDH como control de carga 

(Abcam Cat# ab9485, RRID:AB_307275). La detección de las proteínas se realizó 

mediante a reacción de fosfatasa alcalina y la densitometría de las bandas se evaluó 

con el software Quantity One 1-D.   

 

6.6. Ensayo de azul de Evans 

Este es un método para cuantificar la vasopermeabilidad retiniana in vivo, consiste 

en la administración sistémica del colorante azul de Evans. Este colorante se une de 

manera irreversible a las proteínas circulantes (fundamentalmente albúmina) y, por 

ende, la medición por espectrometría del azul de Evans en extractos tisulares de 
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animales perfundidos permite cuantificar a la albúmina extravasada como índice de 

vasopermeabilidad (Xu et al., 2001). 

 

Animales anestesiados con ketamina (70%) y xilacina (30%) i.p. (1 μl/g de peso 

corporal) fueron inyectados en la vena yugular con azul de Evans (45 mg/kg; E2129 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), sacrificados dos horas después, y se obtuvo 1 ml de 

sangre del corazón para estimar la concentración del colorante en el plasma. 

Inmediatamente después, los animales fueron perfundidos de manera intracardiaca 

con PBS (pH 3.5 a 37°C) bajo un flujo de 70 ml/minuto. Las retinas se secaron al 

vacío (SPD 1010 SpeedVac System; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) por 4 

h y se pesaron. El colorante azul de Evans extravasado en la retina se extrajo 

mediante la incubación con 250 μl de formamida (F7503; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) por 18 horas a 72 °C; la absorbancia del sobrenadante se midió a 620 nm 

(Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE). El incremento de la 

vasopermeabilidad se calculó mediante una curva estándar de azul de Evans en 

formamida y la concentración del colorante extraído de la retina se normalizó de 

acuerdo con el valor del colorante en el plasma, el peso de la retina y el peso 

corporal de la rata. 

 

6.7. Administración intravítrea de VEGF 

Ratas no diabéticas fueron tratadas con sulpirida i.p. (20 mg/kg) o vehículo 

diariamente por 5 días. En el día 4 del tratamiento, se les inyectó de manera 

intravítrea VEGF (300 ng/ojo) o PBS (estéril, pH 7.5) como vehículo y 24 h después 

sus retinas se fijaron por 15 min en paraformaldehído al 4%, se lavaron con PBS (pH 

7.5) y se montaron sobre portaobjetos con glicerol/PBS al 50%. Las retinas se 

observaron bajo microscopía de campo claro (4X) y el área de hemorragias se 

cuantificó mediante el software Image Pro-Plus versión 7.0.0.591 (Media 

Cybernetics, Inc.). 
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7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó mediante el programa GraphPad Prism Versión 6.07 

(Systat Software, San Jose, CA). La prueba “t” de Student determinó diferencias 

entre dos grupos. La prueba ANOVA de una vía o dos vías seguida de la prueba 

post-hoc Tukey evaluó diferencias entre más de dos grupos. Los valores 

representan el promedio ± SEM. Se consideraron diferencias significativas para 

p<0.05. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1. La sulpirida induce hiperprolactinemia de manera dosis-dependiente en 

ratas no diabéticas. 

Investigamos la dosis adecuada de sulpirida para inducir hiperprolactinemia en la 

rata. La inyección diaria i.p. de sulpirida por 5 días indujo una hiperprolactinemia 

dosis-dependiente (Fig. 4). La dosis más alta (20 mg/kg) elevó la PRL sérica (178.1 

± 27.55 ng/ml) a valores similares a los reportados por Debeljuk y colaboradores 

(186.5 ± 31.5 ng/ml) (Debeljuk et al., 1975) pero superiores a los observados por 

Baptista et al. (46.2 ± 10.5 ng/ml (Baptista et al., 2002) en ratas. En humanos, el 

fármaco tiene su efecto máximo sobre la PRL circulante entre la primera y la tercera 

h posteriores a su administración y que el efecto desaparece después de 7 a 8 h 

cuando el medicamento es eliminado por vía renal (McMurdo et al., 1987). Es posible 

que las diferencias con el grupo de Baptista se deban al tiempo posterior a la última 

administración del fármaco en que se cuantificó a la PRL sérica. Esta información no 

se reporta en los estudios citados, pero en este proyecto la evaluación se realizó a 

las 3 h posteriores a la última inyección. El efecto observado demuestra la 

consistencia de la hiperprolactinemia inducida por la sulpirida y determinó el uso de 

la dosis de 20 mg/kg en los experimentos subsecuentes. 

 

Figura 4. Niveles de PRL en suero en respuesta a diferentes dosis de sulpirida (S) (5, 10, 

20 mg/kg) o vehículo (0) inyectadas i.p. una vez al día por 5 días. La PRL fue cuantificada 

mediante ELISA. Los valores son los promedios ± SEM. En las barras se indica el número 

de animales por grupo. 
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8.2. La PRL sistémica disminuye en la condición diabética. 

El valor de la PRL sérica disminuye significativamente a las seis semanas posteriores 

a la inducción de diabetes con STZ (2.52 ± 0.60 ng/ml vs. 8.13 ± 1.35 ng/ml) (Fig. 

5). Esta reducción es consistente con reportes previos en la rata (Lemini et al., 2015; 

Tesone et al., 1985) y en pacientes (Wang et al., 2013). Se ha sugerido que el 

decremento de los niveles de PRL sistémica, puede deberse a alteraciones debidas 

a la diabetes como el incremento del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) en la 

glándula pituitaria de ratas diabéticas. Esta citocina no sólo inhibe la liberación de 

PRL por los lactótropos (Lemini et al., 2015; Theas et al., 1998) sino que además, 

promueve la apoptosis de estas células (Candolfi et al., 2002) vía el incremento de 

proteínas pro-apoptóticas como la Caspasa 8 (Arroba et al., 2005) que resulta en el 

decremento de la población de lactótropos a la cuarta semana después de la 

inducción de diabetes con STZ en la rata (Arroba et al., 2005, 2006). También se ha 

descrito que las neuronas túbero-infundibulares (TIDA) hipotalámicas aumentan la 

liberación de dopamina (el principal factor inhibidor de la liberación de PRL a la 

circulación) hacia la eminencia media de la pituitaria anterior en la rata diabética, y 

éste incremento en dopamina está relacionado con la disminución en la secreción 

de PRL por los lactótropos (Boujon et al., 1995).  

 

La vasoinhibina también disminuye en el suero de pacientes diabéticos (Triebel et 

al., 2009), posiblemente debido a los bajos niveles de PRL sistémica así como al 

aumento en la excreción de PRL debido daño renal causado por la condición 

diabética (Triebel, Moreno-vega, et al., 2015).  
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Figura 5. PRL en suero de ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) a la sexta semana 

post-STZ. La PRL fue cuantificada por ELISA. Los valores son los promedios ± SEM. En las 

barras se indica el número de animales por grupo. 

 

8.3. La sulpirida aumenta los niveles circulantes de PRL en ratas diabéticas 

y no diabéticas 

El tratamiento con sulpirida por dos semanas a partir de la cuarta semana post-STZ 

produjo un mayor aumento (p = 0.0001) en la PRL sistémica en los animales no 

diabéticos que en los animales diabéticos (207.7 ± 9.14 ng/ml vs. 48.09 ± 5.93.6) 

(Fig. 6A). La proporción del aumento con respecto al valor basal fue de 21 veces 

para los animales no diabéticos y de 16 para los diabéticos (Fig. 6B). El menor efecto 

de la sulpirida en la condición diabética, es consistente con la observación de que 

la STZ promueve la muerte por apoptosis de los lactótropos (Arroba et al., 2006). 

 

Para analizar si la sulpirida también incrementa los niveles de vasoinhibina circulante, 

investigamos la presencia de vasoinhibina en el suero de las ratas mediante 

inmunoprecipitación (IP)-Western blot (Fig. 7). La IP recuperó la mayor parte de los 

estándares de PRL y vasoinhibina añadidos al buffer de ensayo, revelados con un 

anticuerpo monoclonal dirigido contra la región N-terminal de la PRL, región 

presente en la vasoinhibina (carriles 1 y 2). Los sueros de las ratas tratadas con 

sulpirida mostraron el aumento de una proteína inmunorreactiva de 23 kDa (la masa 

molecular de la PRL) (carriles 6 y 8) comparada con las ratas que recibieron vehículo 

(carriles 5 y 7) que parece ser mayor en las ratas no diabéticas que en las diabéticas. 
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Este método confirma el aumento de la PRL sistémica inducido por sulpirida y su 

mayor magnitud en ausencia de diabetes. No se detectaron proteínas 

inmunorreactivas más pequeñas, v.g. posible vasoinhibina. La falta de detección de 

la vasoinhibina podría indicar que su nivel endógeno es menor al límite de 

sensibilidad de este ensayo (5 ng).  

 

 

Figura 6. A) Niveles de PRL en suero de ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) tratadas 

con vehículo (V) o sulpirida (S) diariamente por dos semanas a partir de la cuarta semana 

post-STZ. La PRL fue cuantificada por ELISA. Los valores son promedios ± SEM. En las 

barras se indica el número de animales por grupo. B) Las veces de cambio corresponden a 

la proporción del nivel de PRL sistémica inducido por S sobre el nivel basal de la hormona 

(V). El número de animales es el indicado en (A). 

 

 

Figura 7. Evaluación de la PRL y vasoinhibina (Vi) por inmunoprecipitación (IP)-Western blot 

en el suero de ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) tratadas con sulpirida (S) o 

vehículo (V) diariamente por dos semanas a partir de la cuarta semana post-STZ. De 
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izquierda a derecha se muestran estándares de PRL y vasoinhibina de rata (PRL+Vi) 

inmunoprecipitados (IP) o no, marcadores de peso molecular (MPM), y los IP del control 

negativo sin suero (-), y de los sueros de los grupos experimentales. Los números a la 

izquierda de la figura indican los pesos moleculares de los MPM en kDa.   

 

8.4. La sulpirida aumenta los niveles de vasoinhibina en la retina de ratas 

diabéticas. 

Para investigar si la hiperprolactinemia inducida por sulpirida resulta en un 

incremento en la vasoinhibina ocular, evaluamos la presencia de vasoinhibina en 

extractos de retina provenientes de los grupos experimentales indicados en la Figura 

6. El único método disponible para evaluar a la vasoinhibina es el Western-blot y el 

uso de anticuerpos monoclonales anti-PRL dirigido para reconocer el extremo N-

terminal de la molécula presente en la vasoinhibina, ya que no existen anticuerpos 

que permitan distinguir a la vasoinhibina de la PRL. Encontramos que en las retinas 

de animales no diabéticos y diabéticos que recibieron sulpirida, aumenta la 

intensidad de una banda inmunorreactiva de ~16 kDa, comparado con los animales 

que recibieron vehículo (Fig. 8A). Este peso molecular aparente y la reacción con el 

anticuerpo monoclonal anti-PRL apoya el que dicha proteína corresponde a 

vasoinhibina. El aumento en la vasoinhibina es consistentes con el trabajo de Arnold 

y colaboradores que mostraron que la hiperprolactinemia inducida por explantes 

adenohipofisiarios  se asocia con el incremento de una vasoinhibina de 16kDa en la 

retina de la rata (Arnold et al., 2010). Es interesante que, a pesar de que la 

hiperprolactinemia inducida por sulpirida es menor en la diabetes, los niveles de la 

vasoinhibina en respuesta a la droga son mayores en la diabetes (Fig. 8B). Es posible 

que la alteración de la barrera hemato-ocular que tiene lugar en condición diabética 

(Antonetti et al., 2012) pueda favorecer una mayor incorporación intraocular de la 

PRL circulante y, con ello, su conversión a vasoinhibina. 
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Figura 8. A) Western-blot representativo que muestra proteínas tipo-vasoinhibina (Vi) en 

lisado de retinas de ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) tratadas con sulpirida (S) o 

vehículo (V) diariamente por dos semanas a partir de la cuarta semana post-STZ. Se 

muestra una combinación de estándares de PRL y vasoinhibina de rata (PRL+Vi), 

marcadores de peso molecular (MPM) seguido de las muestras de retina de los diferentes 

grupos experimentales. Los números a la izquierda indican los pesos moleculares de los 

MPM en kDa y a la derecha la Vi y la -tubulina. B) Análisis densitométrico de las bandas de 

vasoinhibina después de la normalización con respecto a la proteína -tubulina. Los valores 

son promedios ± SEM. Los valores dentro de las barras corresponden al número de retinas 

evaluadas.  

  

8.5. La sulpirida inhibe el aumento de la vasopermeabilidad retiniana 

inducida por la diabetes. 

Consistentemente con el aumento en la vasoinhibina en la retina, se encontró que 

la sulpirida inhibe la mayor vasopermeabilidad retiniana causada por la diabetes. La 

vasopermeabilidad se determinó mediante la cuantificación de la albúmina unida al 

colorante azul de Evans extravasados en la retina después de una inyección 

intravenosa del colorante. Como se esperaba la diabetes indujo un incremento 

significativo de ~2 veces en la extravasación de albúmina relativo al grupo no 

diabético tratado con vehículo, y dicho efecto se inhibió por la sulpirida (Fig. 9A). El 

tratamiento con sulpirida no modificó la vasopermeabilidad basal del grupo control 

no diabético, lo cual es esperado pues se conoce que la vasoinhibina no modifica la 

función endotelial basal en ausencia de la acción de sustancias vasoactivas (Clapp 

et al., 2015). En apoyo a este resultado, evaluamos la albúmina retiniana en extractos 

de retina mediante Western blot y encontramos que los altos niveles de albúmina 
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extravasados en las retinas diabéticas fueron también prevenidos por el tratamiento 

con sulpirida, efecto que también se observó en retinas de ratas no diabéticas (Fig. 

9B). Las diferencias fueron estadísticamente significativas después de realizar un 

análisis densitométrico de retinas diferentes (Fig. 9C). Estos resultados son 

novedosos ya que apoyan el potencial terapéutico de la sulpirida en la RD a través 

de inducir hiperprolactinemia y la consecuente conversión retiniana de PRL a 

vasoinhibina capaz de inhibir el incremento de la vasopermeabilidad debida a la 

diabetes. 

 

 

Figura 9. A) Evaluación de la vasopermeabilidad retiniana mediante el ensayo de azul de 

Evans en ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) tratadas con vehículo (V) o con 

sulpirida (S) diariamente por dos semanas a partir de la cuarta semana post-STZ. Los 

valores son promedios ± SEM. En las barras se indica el número de animales por grupo. B) 

Western blot representativo de la albúmina en extractos de retina de ratas NDB y DB 
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tratadas con V o S. Se muestran los marcadores de peso molecular (MPM) y el peso 

estimado para la albúmina y la proteína de control de carga GAPDH. C) Análisis 

densitométrico de la albúmina normalizada contra la GAPDH de cada retina. Los valores son 

promedios ± SEM. Los números dentro de las barras corresponden al número de retinas 

evaluadas. 

 

8.6.  La sulpirida reduce las hemorragias retinianas inducidas por VEGF. 

 

El VEGF es el principal factor regulador de la permeabilidad vascular en la RD (Simó 

et al., 2014) y la vasoinhibina inhibe el incremento de la vasopermeabilidad inducido 

por VEGF (García et al., 2008; Ramírez et al., 2011). Para evaluar si el incremento de 

vasoinhibina en la retina inducido por sulpirida, inhibe el efecto del VEGF sobre la 

vasopermeabilidad retiniana, inyectamos VEGF o PBS de manera intravítrea en ratas 

no diabéticas tratadas con sulpirida o vehículo y, 24 horas después, evaluamos la 

presencia de hemorragias en montajes planos de retina. Como se esperaba  el VEGF 

generó múltiples hemorragias en la retina (Ramírez et al., 2011), que no se 

observaron en las retinas inyectadas con PBS, y que prácticamente estuvieron 

ausentes en los animales tratados con VEGF que recibieron sulpirida (Fig. 10A). La 

sulpirida redujo el área de hemorragias en ~73% (Fig. 10B). 
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Figura 10. A) Micrografías representativas de una porción del montaje plano de retina 24 h 

después de la inyección intravítrea de VEGF (300 ng/ojo) o PBS en ratas no diabéticas que 

fueron pre-tratadas con sulpirida (S) o vehículo por 5 días. Algunas hemorragias están 

indicadas con las flechas negras. B) Cuantificación de las áreas hemorrágicas relativas al 

área total de la retina. Los valores son los promedios ±SEM.  Los números dentro de las 

barras corresponden al número de retinas evaluadas. 

 

8.7. El tratamiento con PRL incrementa a la vasoinhibina retiniana e inhibe 

el aumento de la vasopermeabilidad retiniana causada por la diabetes. 

 

Para analizar si el efecto inhibitorio de la sulpirida es consecuencia de su acción 

inductora de hiperprolactinemia, el tratamiento con sulpirida fue reemplazado por la 

administración de PRL exógena. Para lo cual, se implantaron bombas osmóticas 

subcutáneas que liberan PRL ovina diariamente por dos semanas, a partir de la 

cuarta semana post-STZ (siguiendo el mismo esquema temporal de tratamiento con 

sulpirida). La cuantificación de la PRL ovina en el suero mediante el bioensayo de 
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proliferación celular Nb2 mostró niveles de PRL circulante ~14 veces mayores en 

las ratas no diabéticas y diabéticas implantadas con las bombas osmóticas (Fig. 

11A). Los extractos de retinas se analizaron por Western blot y fueron revelados con 

un anticuerpo monoclonal dirigido contra la región N-terminal de la PRL ovina que 

no cruza con la PRL ni la vasoinhibina endógenas de la rata (Fig. 11B, carril 3). 

Asimismo, se comprobó que la PRL y la vasoinhibina de rata, pero no la PRL ovina, 

reaccionan con el anticuerpo monoclonal contra la región N-terminal de la PRL de 

rata (carriles 1 y 2). Sólo el extracto de retina de ratas diabéticas con 

hiperprolactinemia (carril 8) mostró una proteína inmunorreactiva de ~16 kDa que 

corresponde probablemente a una vasoinhibina derivada del corte de la PRL ovina. 

Esto tiene sentido ya que las proteasas de rata pueden cortar a la PRL humana, de 

rata y ovina en vasoinhibina de tamaños similares (Clapp, 1987), además la proteína 

inmunorreactiva tiene la masa molecular y contiene la región N-terminal de la PRL  

presente en la vasoinhibina (Zamora et al., 2021).  

 

Consistente con el aumento de vasoinhibina en la retina derivado del tratamiento 

con PRL exógena, se observó la inhibición de la vasopermeabilidad retiniana en ratas 

diabéticas con hiperprolactinemia mientras que los animales hiperprolactinémicos 

no diabéticos no mostraron ningún cambio en la vasopermeabilidad retiniana (Fig. 

11C). Este hallazgo apoya que el efecto inhibitorio de la sulpirida sobre la 

vasopermeabilidad retiniana ocurre vía la hiperprolactinemia inducida por el fármaco 

que favorece la incorporación y procesamiento ocular de la PRL hacia vasoinhibina.  
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Figura 11. A) Niveles de PRL ovina (oPRL) en suero de ratas no diabéticas (NDB) y 

diabéticas (DB) implantadas (oPRL) o no (Sham) con bombas osmóticas que liberan oPRL 

por dos semanas a partir de la cuarta semana post-STZ. La oPRL fue cuantificada mediante 

el bioensayo Nb2. Los valores son los promedios ±SEM.  Los números dentro de las barras 

corresponden al número de ratas evaluadas. B) Western blot representativo de extractos de 

retina de ratas NDB y DB implantadas con oPRL o Sham. Los estándares de PRL ovina 

(oPRL), PRL de rata (rPRL) y vasoinhibina de rata (rVi) fueron revelados con anticuerpos 

monoclonales anti-PRL de rata o anti-PRL ovina para demostrar que el anticuerpo anti-PRL 

ovina no reacciona con la PRL y vasoinhibina de rata. Los números a la izquierda indican los 

pesos moleculares en kDa de marcadores de peso molecular. C) Evaluación de la 

vasopermeabilidad retiniana mediante azul de Evans en ratas NDB y DB implantadas con 

oPRL o Sham. Los valores son promedios ± SEM. Los números dentro de las barras 

corresponden al número de retinas evaluadas.  
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8.8. El tratamiento con sulpirida o con PRL no modifica los niveles de glucosa 

sanguínea y el peso corporal. 

 

Para intentar descartar la posible contribución de efectos adversos del fármaco 

sobre la diabetes y/o la salud de los animales, se evaluaron semanalmente los niveles 

de glucosa y el peso corporal de los animales en todos los grupos experimentales a 

lo largo de las 6 semanas de diabetes. Los animales diabéticos mantuvieron niveles 

de glucosa altos de manera permanente y perdieron peso debido a la diabetes como 

ha sido reportado en la literatura (Nagarchi et al., 2015). Se encontró que la 

administración de sulpirida por dos semanas no modificó los niveles de glucosa (Fig. 

12A) ni el peso corporal (Fig. 12B) con respecto a los animales que no recibieron el 

fármaco. Estos resultados son importantes pues se ha descrito que fármacos 

antagonistas de los receptores D2 de la dopamina, pueden inducir ganancia de peso 

en roedores y pacientes, probablemente a través promover hiperfagia (Baptista, 

1999; Baptista et al., 1987). No obstante, los resultados aquí obtenidos son 

consistentes con estudios que reportan la ausencia de efecto crónico de la sulpirida 

sobre la ganancia de peso en ratas macho (Baptista et al., 2002). Estos datos apoyan 

que el tratamiento con sulpirida no causa efectos negativos sobre la diabetes y la 

salud de los animales. 

  

El tratamiento con PRL ovina, mediante el implante de bombas osmóticas por dos 

semanas tampoco modificó los niveles de glucosa (Fig. 12C) ni el peso corporal 

(Fig. 12D) de las ratas, comparado con sus grupos controles respectivos. Esto apoya 

la ausencia de efectos adversos de la hiperprolactinemia sobre la salud o la 

condición diabética de los animales.  
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Figura 12. A y C) Valores de glucosa en sangre (mg/dL) a lo largo de las seis semanas post-STZ en 

ratas no diabéticas (NDB) y diabéticas (DB) tratadas con sulpirida (S) o vehículo (V) o bien, 

implantadas como bombas osmóticas que liberan PRL ovina (oPRL) o no (Sham). B y D) Peso 

corporal en gramos a lo largo de las seis semanas post-STZ. La línea horizontal por arriba de cada 

gráfica indica la semana post-STZ en la que se inició la administración de sulpirida o PRL por dos 

semanas. Los valores son promedios ±SEM de 21 a 26 ratas por grupo. 
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9. DISCUSIÓN GENERAL 

 

La hiperglucemia crónica derivada de la DM, causa la pérdida de función y 

estructura del endotelio vascular de la retina a través de inducir la muerte de células 

endoteliales y pericitos, lo cual promueve una vasopermeabilidad excesiva de la 

retina y la acumulación de fluido extracelular generando edema y la formación de 

exudados duros. Con el tiempo, las hemorragias intra-retinianas, así como la 

oclusión de los capilares generan áreas de isquemia e hipoxia que conducen a la 

proliferación de nuevos vasos sanguíneos que invaden y sangran en el vítreo 

produciendo un tejido fibrovascular que causa el desprendimiento por tracción de 

la retina y consecuentemente la ceguera (Antonetti et al., 2006, 2021; Durham & 

Herman, 2011). 

 

Las terapias actuales como la fotocoagulación con láser y la inyección intravítrea de 

inhibidores de VEGF, son invasivas y parcialmente efectivas, además de que 

requieren administraciones frecuentes (Boyer et al., 2013), por cual, es importante 

la búsqueda de nuevas terapias. La vasoinhibina está emergiendo como un factor 

para la prevención y tratamiento de la RD y el EMD. La vasoinhibina está presente 

en el ojo sano (Aranda et al., 2005) donde contribuye al estado quiescente de los 

vasos, ya que la inmuno-neutralización de la vasoinhibina promueve la angiogénesis 

en la córnea (Dueñas et al., 1999) y la retina (Aranda et al., 2005) y daña la regresión 

de la vasculatura hialoidea que irriga los tejidos oculares inmaduros (Dueñas et al., 

2004). Además, se ha encontrado que los niveles de vasoinhibina circulante están 

alterados en paciencias con RD (Triebel et al., 2009) y retinopatía del prematuro 

(Zepeda-Romero et al., 2017). La terapia génica intravítrea  para expresar a la 

vasoinhibina inhibió la angiogénesis inducida por isquemia (Pan et al., 2004) así 

como el incremento de la vasopermeabilidad inducida por la diabetes o generada 

por la inyección intravítrea de VEGF (Díaz-Lezama et al., 2016; Ramírez et al., 2011). 

 

La PRL sistémica puede ser fuente de la vasoinhibina ocular ya que la inyección 

intracardiaca de PRL marcada radioactivamente se incorpora a la retina, la coroides 
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y los cuerpos ciliares (O’Steen & Sundberg, 1982). Además, fluidos oculares como 

el líquido subretiniano contienen proteasas que cortan a la PRL a vasoinhibina 

(Dueñas et al., 2004). La hiperprolactinemia inducida por el implante de dos 

glándulas pituitarias de ratas donadoras bajo la cápsula renal de ratas receptoras, 

se asoció con el aumento de vasoinhibina en la retina (Arnold et al., 2010).  

 

En este sentido, la hiperprolactinemia y, por ende, el aumento de vasoinhibina ocular 

es la base de un ensayo clínico en curso que investiga a la levosulpirida como 

tratamiento para el EMD y la RD (ClinicalTrials.gov. ID NCT0361652) (Robles-Osorio 

et al., 2018). Dicho ensayo clínico, ha demostrado que la levosulpirida (forma 

levógira de la sulpirida) aumenta los niveles de PRL sistémica y la PRL en el vítreo 

de pacientes con RDP, y que los vítreos de los pacientes que recibieron levosulpirida 

tienen actividad anti-angiogénica, debida a vasoinhibina, pues inhiben el efecto del 

FGF y VEGF sobre la proliferación de células endoteliales en cultivo (Nuñez-Amaro 

et al., 2020). Sin embargo, la evaluación del efecto de la levosulpirida sobre la 

progresión del EMD y la RD en la clínica está aún en curso. Este trabajo provee 

evidencia preclínica que corrobora y sustenta el estudio clínico en proceso a través 

de mostrar que la hiperprolactinemia inducida por la sulpirida resulta en la 

acumulación de vasoinhibina en la retina de ratas diabéticas que inhibe las 

alteraciones vasculares derivadas de este padecimiento.  

 

Como se espera del efecto de un antagonista de los receptores D2 de dopamina, la 

sulpirida aumentó los niveles de PRL sistémica de manera dosis-dependiente, la 

dosis más alta de sulpirida elevó a la PRL a valores similares (>100 ng/ml) a los 

alcanzados con la levosulpirida en el estudio clínico (Nuñez-Amaro et al., 2020). El 

efecto hiperprolactinémico de la sulpirida fue menor (incremento de 16 vs 21 veces) 

en la condición diabética comparado con el grupo control de animales no diabéticos. 

Este resultado no es inesperado ya que se ha reportado que en el modelo de 

diabetes inducido por STZ tiene lugar la apoptosis de las células productoras de PRL 
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(lactótropos) en la glándula pituitaria (Arroba et al., 2003) lo que disminuye los 

niveles de la PRL circulante (Lemini et al., 2015).  

 

Cuando se evaluó a la PRL por IP-Western blot, encontramos un aumento en la PRL 

de los sueros de las ratas que recibieron sulpirida, confirmando la hiperprolactinemia 

observado mediante ELISA; sin embargo, no encontramos un aumento en la 

vasoinhibina sistémica probablemente debido a que este método no es lo 

suficientemente sensible para detectar a la vasoinhibina en la circulación (Nuñez-

Amaro et al., 2020). En contraste, sí detectamos una proteína tipo-vasoinhibina en 

lisados de retinas de ratas diabéticas que recibieron sulpirida. La proteína tiene el 

peso molecular (~16 kDa) y la región N-terminal de la PRL que definen a la 

vasoinhibina (Zamora et al., 2021). Este resultado es consistente con el ensayo 

clínico que muestra que la levosulpirida elevó los niveles de una vasoinhibina 

bioactiva en el vitreo de pacientes con RD (Nuñez-Amaro et al., 2020) y sugiere que 

la hiperprolactinemia inducida por sulpirida favorece la incorporación de PRL al ojo 

de animales diabéticos para su procesamiento a vasoinhibina. Consistentemente 

con el aumento en la vasoinhibina retiniana, la sulpirida inhibió la 

hipervasopermeabilidad retiniana causada por la diabetes, un efecto conocido de la 

vasoinhibina (Díaz-Lezama et al., 2016; García et al., 2008; Ramírez et al., 2011). Mas 

aún, se conoce que la vasoinhibina bloquea el incremento de la vasopermeabilidad 

retiniana inducida por la inyección intravítrea de VEGF (Díaz-Lezama et al., 2016; 

García et al., 2008; Ramírez et al., 2011) y en este trabajo reportamos que la sulpirida 

previno formación de hemorragias retinianas después de la administración 

intravítrea de VEGF.    

 

El VEGF es el principal factor estimulador de la vasopermeabilidad retiniana que 

contribuye al desarrollo y progresión del EMD y la RD. Así, se ha mostrado que los 

niveles de VEGF se incrementan en el ojo pacientes con EMD y RD y que las terapias 

intravítreas anti-VEGF son efectivas contra estos padecimientos (Adamis et al., 1994; 

Funatsu et al., 2002). En este sentido, la vasoinhibina inhibe la activación de la eNOS 
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que promueve la vasopermeabilidad y la vasoproliferación en respuesta al VEGF 

(García et al., 2008; Gonzalez et al., 2004). El VEGF activa a la eNOS a través de la 

fosforilación de la vía PI3K/Akt (Six et al., 2002) y de la Ca2+-calmodulina (Gélinas et 

al., 2002); a su vez, la vasoinhibina activa a la proteína fosfatasa 2A que desfosforila 

a eNOS e inhibe la movilización de Ca2+ intracelular, resultado de la producción de 

inositol 1,4,5-trifosfato inducido por la fosfolipasa C y la expresión de canales iónicos 

receptores de potencial transitorio (TRPC) (Gonzalez et al., 2004; Thebault et al., 

2011). 

 

Los resultados de este trabajo muestran que la sulpirida reduce la excesiva 

vasopermeabilidad retiniana causada por la diabetes por un mecanismo que 

probablemente involucra la elevación de la PRL circulante y el subsecuente 

incremento de la vasoinhibina en la retina capaz de bloquear la acción del VEGF. En 

apoyo a que la sulpirida actúa a través del efecto hiperprolactinémico, la 

administración de la PRL ovina mediante bombas osmóticas de infusión que la 

liberan por dos semanas, mimetizó la acción de la sulpirida tanto en la acumulación 

de la vasoinhibina como sobre la inhibición de la vasopermeabilidad retiniana. Sin 

embargo, dado que los receptores tipo 2 de dopamina se expresan en el endotelio 

vascular (Zarei et al., 2006) y la activación de estos receptores inhibe la angiogénesis 

(Basu et al., 2001) y la vasopermeabilidad (Sarkar et al., 2004) mediada por VEGF, 

es posible que la sulpirida tenga un efecto sobre los vasos sanguíneos por 

mecanismos independientes del eje PRL-vasoinhibina. No obstante, el hecho de que 

los receptores D2 inhiben la acción del VEGF en las células endoteliales hace que 

sea poco probable que la inhibición de la vasopermeabilidad excesiva retiniana en 

respuesta a la sulpirida sea el resultado de un efecto vascular directo del fármaco. 

 

El tratamiento con sulpirida o con PRL exógena no afectó el peso corporal y los 

niveles de glucosa en sangre de los animales sanos y diabéticos. Estos resultados 

son consistentes con datos previos en ratas sanas (Baptista et al., 2002) y sugiere 

que la sulpirida no tiene efectos adversos en animales diabéticos. Al respecto, tanto 
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la sulpirida como la levosulpirida son medicamentos procinético indicados como 

tratamiento contra la gastroparesis diabética (Mansi et al., 1995). Por su parte, 

estudios clínicos y preclínicos indican que niveles altos de PRL circulante dentro del 

rango normal e hiperprolactinémico protegen contra la diabetes y otras 

enfermedades metabólicas (Yazmín Macotela et al., 2020) y que los niveles de PRL 

disminuyen tanto en pacientes como en animales diabéticos (Lemini et al., 2015; 

Triebel, Moreno-vega, et al., 2015). Estas observaciones apoyan la elevación 

farmacológica de PRL como una terapia benéfica para contrarrestar alteraciones 

propias de la diabetes y, en particular, de las que causan la ceguera en la diabetes 

(v.gr. RD y el EMD).  

 

En conclusión, nuestros hallazgos proveen evidencia preclínica del efecto benéfico 

de la sulpirida como un tratamiento eficaz para contrarrestar la progresión de la RD 

y el EMD. La demostración final de este potencial está a la espera de la conclusión 

de estudio clínico en curso.  

 

Finamente, me permito comentar que el estudio motivo de esta tesis se publicó 

recientemente (Adán-Castro et al., 2022) y fue apoyado por seis artículos más en 

donde fui primer autor de dos y coautor de 4 (ver a Anexos). 
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Abstract
Excessive	vasopermeability	and	angiogenesis	compromise	vision	in	diabetic	macular	
oedema	(DME)	and	diabetic	retinopathy	(DR).	Vasoinhibin	 is	a	fragment	of	the	hor-
mone	 prolactin	 (PRL)	 that	 inhibits	 diabetes-	induced	 retinal	 hypervasopermeability	
and	 ischaemia-	induced	retinal	angiogenesis	 in	 rodents.	Hyperprolactinaemia	gener-
ated	by	the	dopamine	D2	receptor	antagonist,	levosulpiride,	is	associated	with	higher	
levels	of	vasoinhibin	in	the	vitreous	of	patients	with	DR,	implying	a	beneficial	outcome	
due	to	vasoinhibin-	mediated	inhibition	of	retinal	vascular	alterations.	Here,	we	tested	
whether hyperprolactinaemia induced by racemic sulpiride increases intraocular 
vasoinhibin	levels	and	inhibits	retinal	hypervasopermeability	in	diabetic	rats.	Diabetes	
was	generated	with	streptozotocin	and,	4	weeks	later,	rats	were	treated	for	2	weeks	
with	sulpiride	or	osmotic	minipumps	delivering	PRL.	ELISA,	Western	blot,	and	Evans	
blue	assay	were	used	to	evaluate	serum	PRL,	retinal	vasoinhibin,	and	retinal	vasop-
ermeability,	respectively.	Hyperprolactinaemia	in	response	to	sulpiride	or	exogenous	
PRL	was	 associated	with	 increased	 levels	 of	 vasoinhibin	 in	 the	 retina	 and	 reduced	
retinal	 hypervasopermeability.	 Furthermore,	 sulpiride	 decreased	 retinal	 haemor-
rhages	 in	response	to	the	 intravitreal	administration	of	vascular	endothelial	growth	
factor	 (VEGF).	Neither	 sulpiride	 nor	 exogenous	PRL	modified	 blood	 glucose	 levels	
or	bodyweight.	We	conclude	that	sulpiride-	induced	hyperprolactinaemia	inhibits	the	
diabetes-		and	VEGF-	mediated	increase	in	retinal	vasopermeability	by	promoting	the	
intraocular	 conversion	 of	 endogenous	 PRL	 to	 vasoinhibin.	 These	 findings	 support	
the	therapeutic	potential	of	sulpiride	and	its	levorotatory	enantiomer,	levosulpiride,	
against	DME	and	DR.

K E Y W O R D S
diabetic	macular	oedema,	diabetic	retinopathy,	dopamine	D2	receptor	antagonists,	
hypervasopermeability,	levosulpiride,	prolactin,	VEGF
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1  |  INTRODUC TION

Diabetic	macular	oedema	(DME)	and	diabetic	retinopathy	(DR)	are	
the	 leading	causes	of	vision	 loss	 in	working-	age	 individuals	world-
wide.	Nearly	10%	of	the	world	population	is	diabetic,1 and it is es-
timated	 that	 35%	 of	 people	 with	 diabetes	 have	 sight-	threatening	
stages	of	DME	and	DR.2	Current	treatments,	laser	photocoagulation,	
intravitreal	injections,	and	vitrectomy	are	invasive,	not	always	effec-
tive,	 and	 temporary	 underscoring	 the	need	 for	 better	 therapeutic	
approaches.3,4	An	ongoing	clinical	trial	is	investigating	a	new	treat-
ment	for	DME	and	DR	centred	on	elevating	the	circulating	levels	of	
the	pituitary	hormone	prolactin	(PRL)	with	the	oral	administration	of	
the	prokinetic	dopamine	type	D2	receptor	antagonist,	levosulpiride	
(ClinicalTrials.gov.	ID	NCT03161652).

Prolactin acquires antivasopermeability and antiangiogenic 
properties	 after	 undergoing	 proteolytic	 cleavage	 to	 vasoinhibin,	 a	
PRL	 fragment	 that	 acts	 directly	 on	 endothelial	 cells	 to	 inhibit	 va-
sopermeability and angiogenesis.5–	7	The	generation	of	vasoinhibin	
depends	 on	PRL	 levels	 and	 the	 activity	 of	 PRL-	cleaving	 proteases	
regulated	at	 the	hypothalamus,	 the	pituitary,	and	the	target	 tissue	
levels	 defining	 the	PRL/vasoinhibin	 axis.8	 This	 axis	 helps	maintain	
corneal	avascularity,9	restricts	retinal	vasculature,10 and is disrupted 
in	retinopathy	of	prematurity11,12	and	DR.13	Furthermore,	the	over-
expression	of	ocular	vasoinhibin	 inhibits	 ischaemia-	induced	 retinal	
angiogenesis14 and prevents and reverses diabetes- induced retinal 
hypervasopermeability in rodents.15–	17	These	observations	have	led	
to	the	hypothesis	that	medications	causing	hyperprolactinaemia,	re-
sulting	in	higher	levels	of	vasoinhibin,	could	be	beneficial	in	DME	and	
DR.18	One	such	medication	is	levosulpiride,	a	prokinetic	frequently	
used	to	treat	diabetic	gastroparesis,19	that	is	highly	effective	for	in-
ducing	hyperprolactinaemia	as	 it	blocks	dopamine	D2	receptors	 in	
the anterior pituitary gland.20	 The	ongoing	 clinical	 trial	 supported	
the	 potential	 beneficial	 outcome	 of	 levosulpiride	 by	 showing	 that	
this compound elevates PRL and vasoinhibin levels in the vitreous 
of	 patients	 with	 proliferative	 DR	 undergoing	 elective	 pars	 plana	
vitrectomy.21	Here,	we	report	that	rats	treated	with	either	racemic	
sulpiride	or	exogenous	PRL	have	 increased	 levels	of	vasoinhibin	 in	
the retina and display reduced retinal hypervasopermeability in re-
sponse	to	diabetes	or	vascular	endothelial	growth	factor	(VEGF)	in-
travitreal administration.

2  |  MATERIAL S AND METHODS

2.1  |  Materials

Recombinant	rat	PRL	 (AFP878)	and	ovine	PRL	 (10692C)	were	pur-
chased	from	the	National	Hormone	and	Pituitary	Program	(NHPP)	
and	 Dr	 A.F.	 Parlow	 (Harbor-	University	 of	 California,	 Los	 Angeles	
Medical	Center,	Los	Angeles,	CA).	A	16	kDa	vasoinhibin	containing	
the	 first	145	amino	acids	of	PRL	was	generated	by	 the	enzymatic	
proteolysis	of	rat	PRL	with	a	mammary	gland	extract,	as	previously	
reported.22

2.2  |  Animals

Male	Wistar	rats	aged	7–	8	weeks	(250–	300	g)	were	maintained	under	
standard	 laboratory	conditions	 (24°C,	12	h/12	h	 light/dark	cycle,	with	
free	access	to	food	and	water)	and	cared	for	in	accordance	with	regu-
lations	 of	 the	 Association	 for	 Research	 in	 Vision	 and	Ophthalmology	
Statement	 for	 the	Use	of	Animals	 in	Ophthalmic	and	Vision	Research	
(ARVO).	The	Bioethics	Committee	of	the	Institute	of	Neurobiology	of	the	
National	University	of	Mexico	(UNAM)	approved	all	animal	experiments.

2.3  |  Sulpiride dose

Healthy	 rats	 were	 intraperitoneally	 (i.p.)	 injected	 every	 day	 for	
5	days	with	different	doses	of	sulpiride	(Dogmatil,	Sanofi)	or	vehicle	
(0.9%	NaCl)	and	euthanized	by	CO2	inhalation	and	decapitation,	and	
their	serum	was	collected	for	PRL	determination	by	ELISA.

2.4  |  Intravitreal administration of VEGF

Nondiabetic	rats	were	injected	i.p.	with	vehicle	or	sulpiride	(20	mg/
kg)	daily	 for	5	days.	At	 the	 fourth	day	of	 treatment,	 rats	were	 in-
jected intravitreally with 3 µl	 vehicle	 (PBS)	or	VEGF	 (300	ng)	 and,	
24	h	after	 injection,	 the	retinas	were	fixed	with	4%	paraformalde-
hyde	for	15	min,	washed	with	PBS,	flat-	mounted	with	glycerol/50%	
PBS	 on	 glass	 slides,	 and	 observed	 under	 light-	field	 microscopy.	
Haemorrhagic	areas	were	quantified	using	Image	Pro-	Plus	software	
version	7.0.0.591	(Media	Cybernetics,	Inc.).

2.5  |  Streptozotocin- induced diabetes

Rats	were	injected	i.p.	with	vehicle	or	a	single	dose	of	streptozotocin	
(STZ)	(60	mg/kg	in	10	mM	citrate	buffer,	pH	4.5)	(Sigma-	Aldrich)	after	
overnight	fasting.	Animals	with	blood	glucose	higher	than	250	mg/
dl	 at	 three	days	post-	STZ	were	considered	diabetic.23	Four	weeks	
after	STZ,	diabetic	and	nondiabetic	rats	were	daily	injected	i.p.	with	
sulpiride	(20	mg/kg)	or	vehicle	for	two	weeks.	In	other	experiments,	
diabetic	and	nondiabetic	rats	were	or	were	not	 (sham	surgery)	 im-
planted	 subcutaneously	 with	 osmotic	 minipumps	 (Alzet	 Model	
2002;	DURECT	Corp.)	releasing	0.16	mg/kg	per	day	of	ovine	PRL	for	
2	weeks.	All	animals	were	randomized	before	receiving	treatments,	
and	their	bodyweight	and	blood	glucose	levels	(tail	vein	samples)	de-
termined	once	each	week.	Animals	were	euthanized	by	CO2 inhala-
tion and decapitation and their serum and retinas collected.

2.6  |  Serum PRL

Rat	PRL	was	measured	in	serum	by	ELISA	as	previously	described.24

Ovine PRL released by osmotic minipumps was measured in 
serum	using	the	Nb2	cell	assay,	a	standard	procedure	based	on	the	
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proliferative	response	of	the	Nb2	lymphoma	cell	line	to	PRL,	carried	out	
as previously described.25	The	Nb2	assay	detects	rat	and	ovine	PRLs,	
therefore,	we	made	this	assay	specific	to	ovine	PRL	by	using	a	1:500	
dilution	of	an	antiovine	PRL	antiserum	(National	Hormone	&	Peptide	
Program,	Torrance,	Cat	no.	C-	3581016789,	RRID:AB-	2629483)	 that	
does	not	cross-	react	with	rat	PRL.	Accordingly,	the	difference	in	Nb2-	
bioactivity	between	the	absence	and	presence	of	antiovine	PRL	anti-
bodies	quantified	the	levels	of	ovine	PRL	in	rat	serum.

2.7  |  Immunoprecipitation –  Western blot

Prolactin and vasoinhibin were evaluated in serum by immunoprecipi-
tation	(IP)	– 	Western	blot.	Briefly,	serum	samples	(400	µl)	were	incu-
bated	overnight	at	4°C	with	2	µl	of	anti-	rat	PRL	antiserum	(C-	1,	obtained	
locally and characterized as reported9)	 in	NETgel	buffer	(50	mM	Tris	
base,	150	mM	NaCl,	1	mM	EDTA	(pH8.0),	0.1%	Igepal	CA-	630,	0.25%	
Gelatin	from	bovine	skin,	0.02%	Sodium	Azide),	followed	by	a	2	h	in-
cubation	with	protein-	A	Sepharose	beads	(35	µl;	Sigma-	Aldrich).	The	
samples	were	washed	three	times	with	NETgel	containing	10%	SDS	
and	centrifugation	(9,000	g	for	5	min).	The	final	pellet	was	subjected	
to	 SDS/PAGE	 on	 a	 15%	 gel	 under	 reducing	 conditions,	 transferred	
to	 nitrocellulose	 membranes,	 and	 blots	 were	 incubated	 overnight	
with	 a	 1:500	 dilution	 of	 the	C-	1	 anti-	rat	 PRL	 antiserum.9	Detection	
used	 alkaline	 phosphatase-	conjugated	 secondary	 antibody	 (Jackson	
ImmunoResearch	Labs	Cat	no.	111-	055-	003,	RRID:AB_2337947)	and	
the	alkaline	phosphatase	conjugate	substrate	kit	(Bio-	Rad).

2.8  |  Retinal vasoinhibin

Vasoinhibin	was	evaluated	in	the	retina	by	Western	blot.	Briefly,	each	
retina was homogenized in 120 μl	lysis	buffer	(5	mM	Tris-	HCl,	1	mM	
EGTA,	1	mM	EDTA,	1	mM	sodium	orthovanadate,	50	mM	sodium	
fluoride,	 100	 mM	 sodium	 acid	 pyrophosphate,	 250	 mM	 sucrose,	
1%	Igepal	CA-	630,	pH	7.5)	supplemented	with	the	protease	inhibi-
tor	cocktail	 (11697498001;	Roche).	Retinal	 lysates	 (50–	80	μg total 
protein)	were	resolved	in	reducing	SDS/PAGE	15%	gels,	blotted,	and	
probed	 overnight	 with	 a	 1:500	 dilution	 of	 monoclonal	 antibodies	
directed	against	 the	N-	terminus	of	 rat	PRL	 (INN-	1)10 or ovine PRL 
(4C10).26	Detection	used	alkaline	phosphatase-	coupled	and	horse-
radish	 peroxidase	 conjugate	 antibodies	 (Jackson	 ImmunoResearch	
Labs	 Cat	 no.	 115-	055-	003,	 RRID:AB_2338528;	 Cat	 no.	 115-	035-	
003,	 RRID:AB_10015289),	 respectively.	 β- tubulin was evaluated 
as loading control using anti- rat β-	tubulin	antibody	(Abcam	Cat	no.	
ab6046,	 RRID:AB_2210370).	Quantity	One	1-	D	 analysis	 software	
(Bio-	Rad)	evaluated	optical	density	values.

2.9  |  Evans blue assay

Retinal	vasopermeability	was	determined	by	the	Evans	blue	method,	
as previously reported.27	 Briefly,	 rats	 were	 anaesthetized	 (1	 μl/g 

bodyweight,	70%	ketamine	and	30%	xylazine	i.p.)	and	injected	(in-
trajugularly)	with	Evans	blue	(45	mg/kg;	E2129	Sigma-	Aldrich).	Two	
hours	later,	1	ml	of	blood	was	drawn	from	the	heart	to	measure	Evans	
blue	concentration	in	plasma,	and	the	rats	were	perfused	for	2	min	
via	the	left	ventricle	with	PBS	(pH	3.5	at	37°C)	at	a	pressure	that	al-
lowed	a	flow	rate	of	70	ml/min	before	insertion	of	catheter	and	start	
of	perfusion.	The	retina	was	dissected	and	vacuum-	dried	(SPD	1010	
SpeedVac	System;	Thermo	Fisher	Scientific)	for	4	h.	The	Evans	blue	
dye	was	 extracted	by	 incubating	 each	 retina	 in	 250	μl	 formamide	
(F7503;	Sigma-	Aldrich)	for	18	h	at	72°C.	Absorbance	was	measured	
in	 the	 supernatant	 at	 620	 nm	 using	 the	 Varioskan	 Flash	 spectro-
photometer	(Thermo	Fisher	Scientific).	The	tracer	concentration	in	
the	extracts	was	calculated	using	a	standard	curve	of	Evans	blue	in	
formamide	and	normalized	to	the	retina	and	bodyweight	and	to	the	
Evans blue concentration in plasma.

2.10  |  Albumin in retina

Albumin	was	 evaluated	 in	 the	 retina	 by	Western	 blot	 as	 an	 index	
of	 vasopermeability.	 Rats	were	 euthanized	 by	 CO2 inhalation and 
transcardially	perfused	with	PBS	(pH	7.4	at	37°C)	for	5	min	or	until	
liver	was	 cleared	of	 blood,	 and	 the	 retinas	were	obtained.	Retinal	
lysates	(15	μg	total	protein)	were	subjected	to	reducing	SDS/PAGE	
(10%	gel)	and	blotted	overnight	at	4°C	with	a	1:1000	dilution	of	goat	
anti-	mouse	albumin	(Bethyl	Cat	no.	A90-	134A,	RRID:AB_2891982)	
and	anti-	mouse	GAPDH	(Abcam	Cat	no.	ab9485,	RRID:AB_307275)	
as	 loading	 control.	 Detection	 used	 alkaline	 phosphatase-	coupled	
secondary	antibodies	and	the	alkaline	phosphatase	conjugate	sub-
strate	kit.	The	Quantity	One	1-	D	analysis	software	evaluated	optical	
density values.

2.11  |  Statistical analysis

Statistical	analysis	was	performed	using	GraphPad	Prism	6.07	soft-
ware	(Systat	Software).	The	values	are	expressed	as	mean	±	SEM.	
The	unpaired	two-	tailed	Student's	t-	test	evaluated	differences	be-
tween	two	groups,	whereas	one-	way	ANOVA	or	two-	way	ANOVA,	
followed	 by	 Tukey's	 post-	hoc	 test	 compared	 means	 of	 multiple	
groups.	The	threshold	for	significance	was	set	at	p	≤	.05.

3  |  RESULTS

3.1  |  Sulpiride induces hyperprolactinaemia in 
nondiabetic and diabetic rats

Sulpiride	induced	a	dose-	dependent	increase	in	serum	PRL	in	non-
diabetic	rats	 (Figure 1A),	 in	which	serum	PRL	 levels	were	higher	
than	in	the	rat	STZ-	induced	diabetes	model	 (Figure 1B)	as	previ-
ously reported.28	 The	 highest	 dose	 of	 sulpiride	 (20	mg/kg/day)	
increased circulating PRL to a greater magnitude in nondiabetic 
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than	 in	diabetic	animals	 (Figure 1C).	Serum	PRL	was	elevated	by	
21-		 and	 16-	fold	 over	 basal	 values	 in	 nondiabetic	 and	 diabetic	
rats,	 respectively	 (Figure 1D).	 To	 analyse	whether	 sulpiride	 also	
increased	circulating	vasoinhibin	levels,	we	investigated	the	pres-
ence	 of	 vasoinhibin	 in	 serum	by	 IP-	Western	 blot	 (Figure 1E).	 IP	
recovered nearly all the PRL and vasoinhibin standards added 
to	 the	 assay	 buffer	 as	 revealed	 by	 a	 monoclonal	 antibody	 di-
rected	 against	 the	 N-	terminal	 region	 of	 PRL,	 the	 region	 of	 the	
PRL	molecule	present	 in	 vasoinhibin	 (lanes	1	 and	2).	 The	 serum	
from	 sulpiride-	treated	 rats	 contained	 higher	 levels	 of	 a	 23-	kDa	
immunoreactive	 protein	 (the	molecular	mass	 of	 full-	length	 PRL)	
(lanes	6	and	8)	compared	to	vehicle-	treated	rats	 (lanes	5	and	7);	
and such increment appeared higher in the nondiabetic than in the 
diabetic	animals,	thereby	confirming	the	sulpiride-	induced	eleva-
tion	 of	 serum	 PRL.	 Smaller	 immunoreactive	 proteins,	 presumed	
vasoinhibin,	were	 not	 found.	 Lack	 of	 vasoinhibin	 detection	may	
indicate	that	serum	vasoinhibin	is	below	the	detection	limit	of	the	
assay	(5	ng).

3.2  |  Sulpiride increases vasoinhibin in the retina of 
diabetic rats

Vasoinhibin	 is	 present	 in	 the	 retina10 and because levosulpiride- 
induced hyperprolactinaemia associated with an increase in the lev-
els	of	vasoinhibin	in	the	vitreous	of	patients	with	DR,21 we reasoned 
that	an	increment	in	ocular	vasoinhibin	could	originate	from	the	in-
traocular	cleavage	of	PRL	coming	from	the	circulation.	Accordingly,	
we	explored	whether	the	hyperprolactinaemia	induced	by	sulpiride	
increased	 the	 levels	 of	 vasoinhibin	 in	 the	 retina	 of	 diabetic	 rats.	
Western	 blot	 analysis	 of	 retinal	 lysates	 using	 the	N-	terminal	 anti-	
PRL monoclonal antibody showed an immunoreactive ~16	kDa	band	
that	may	correspond	to	vasoinhibin,	which	ranges	in	size	from	14	to	
18	kDa	and	contains	 the	N-	terminal	 end	of	PRL8	 (Figure 2A).	The	
densitometric	 values	 of	 the	 vasoinhibin-	like	 protein	 were	 signifi-
cantly	higher	after	sulpiride	treatment	in	the	diabetic	condition	but	
not	in	the	nondiabetic	one	(Figure 2B).	These	findings	suggest	that	
sulpiride	elevates	vasoinhibin	levels	in	the	retina	of	diabetic	rats.

F I G U R E  1 Sulpiride	induces	hyperprolactinaemia	in	nondiabetic	and	diabetic	rats.	(A)	Dose-	response	stimulation	of	serum	prolactin	
(PRL)	levels	by	different	doses	of	sulpiride	(S)	administered	daily	to	healthy	rats	for	5	days.	(B)	Serum	PRL	levels	in	nondiabetic	(NDB)	and	
diabetic	(DB)	rats	6	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	streptozotocin	(STZ).	(C)	Serum	PRL	levels	in	NDB	and	DB	rats	treated	with	
vehicle	(V)	or	20	mg/kg	sulpiride	(S)	for	2	weeks,	starting	4	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	STZ.	(D)	PRL	serum	levels	expressed	
relative	to	V-	treated	groups.	Values	are	means	±	SEM;	numbers	within	the	bars	indicate	the	number	of	rats	per	group.	(E)	Representative	
immunoprecipitation	(IP)-	Western	blot	evaluation	of	PRL	and	vasoinhibin	(Vi)	in	the	serum	of	NDB	and	DB	rats	treated	with	V	or	S	(20	mg/
kg)	for	2	weeks,	starting	4	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	STZ.	Rat	PRL	and	vasoinhibin	standards	(PRL	+	Vi)	were	evaluated	
after	and	before	IP.	The	IP	control	without	serum	(−)	and	the	molecular	weight	markers	(MWM)	are	shown.	Numbers	on	the	left	indicate	the	
molecular	weights	of	marker	proteins
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3.3  |  Sulpiride inhibits the diabetes- induced 
increase in retinal hypervasopermeability

Consistent	with	the	 increase	 in	retinal	vasoinhibin,	 treatment	with	
sulpiride lowered diabetes- induced retinal hypervasopermeability 
as	determined	by	the	extravasation	of	albumin	stained	by	the	intra-
venous	injection	of	the	Evans	blue	dye	(Figure 3A).	As	expected,16 
diabetes	induced	a	significant	~2-	fold	increase	in	the	retinal	accumu-
lation	of	Evans	blue-	stained	albumin	relative	to	vehicle-	treated	non-
diabetic	rats,	and	this	effect	was	prevented	by	sulpiride	(Figure 3A).	
Sulpiride	did	not	significantly	modify	the	retinal	levels	of	the	tracer	
in	 the	 nondiabetic	 rats.	 Consistent	with	 these	 findings,	 the	 direct	
measurement	of	albumin	in	retinal	extracts	by	Western	blot	showed	
that	the	higher	values	of	albumin	in	diabetic	rats	were	also	prevented	
by	sulpiride,	although	sulpiride	also	reduced	extravasated	albumin	in	
the	retinas	from	nondiabetic	animals	(Figure 3B).	These	differences	
were	statistically	significant	after	quantifying	the	densitometric	val-
ues	of	albumin	from	different	retinas	(Figure 3C).	The	reason	for	the	
discrepancies in nondiabetic rats between both methods is unclear 
but	may	relate	to	an	incomplete	retinal	blood	perfusion	when	using	
Western	blot	detection.

3.4  |  Sulpiride reduces the VEGF- induced increase 
in retinal haemorrhages

VEGF	is	a	major	vascular	permeability	factor	 in	DR4,29 and vasoin-
hibin	 inhibits	 the	VEGF-	induced	 increase	 in	 retinal	vasopermeabil-
ity.15,16	To	assess	whether	the	sulpiride-	mediated	increase	in	retinal	
vasoinhibin	 inhibits	 VEGF-	induced	 retinal	 hypervasopermeability,	
VEGF	or	PBS	were	injected	into	the	vitreous	of	healthy	rats	treated	
with	sulpiride	or	vehicle	and	their	flat-	mounted	retinas	were	evalu-
ated	24	h	after	intravitreal	injection.	VEGF	caused	multiple	haemor-
rhagic areas in the retina that were absent in control eyes injected 
with	PBS	and	nearly	absent	in	VEGF-	injected	eyes	from	rats	treated	
with	sulpiride	(Figure 4A).	Image	analysis	showed	that	sulpiride	re-
duced	VEGF-	induced	haemorrhagic	areas	by	73%	(Figure 4B).

3.5  |  Osmotic minipumps delivering PRL elevate 
retinal vasoinhibin and inhibit the diabetes- induced 
increase in retinal vasopermeability

To	examine	whether	the	action	of	sulpiride	was	due	to	the	hyperpro-
lactinaemic	effect	of	the	drug,	sulpiride	treatment	was	replaced	by	
osmotic	minipumps	releasing	ovine	PRL	for	2	weeks	starting	at	four	
weeks	 post-	STZ	 injection	 (the	 same	 timeframe	 of	 sulpiride	 treat-
ment).	As	demonstrated	by	 the	Nb2	cell	 bioassay,	 serum	 levels	of	
exogenous	 ovine	PRL	 (oPRL)	 increased	 by	~14-	fold	 in	 nondiabetic	
and	diabetic	 rats	 carrying	 the	osmotic	minipumps	 (Figure 5A).	Rat	
proteases	cleave	rat,	human,	and	ovine	PRL	into	similar	size	vasoinhi-
bin.22	The	cleavage	sites	in	PRL	are	conserved	throughout	evolution	
for	main	PRL	cleaving	enzymes,	such	as	matrix	metalloproteases,30 

substantiating	 the	 ubiquity	 of	 vasoinhibin	 generation	 and	 action	
among	vertebrates.	To	evaluate	whether	the	high	levels	of	circulat-
ing	ovine	PRL	favored	its	intraocular	cleavage	to	vasoinhibin,	retinal	
lysates	were	analyzed	by	Western	blots	probed	with	an	N-	terminal	
antiovine PRL monoclonal antibody that does not react with rat PRL 
and	rat	vasoinhibin	(Figure 5B,	lane	3).	Rat	PRL	and	vasoinhibin,	but	
not	 ovine	 PRL	 reacted	with	 the	 N-	terminal	 anti-	rat	 PRL	 antibody	
(lanes	1	and	2).	Only	the	retina	from	diabetic	rats	made	hyperpro-
lactinaemic	by	the	delivery	of	ovine	PRL	 (lane	8)	contained	an	 im-
munoreactive	16	kDa	band	that	may,	thereby,	correspond	to	ovine	
vasoinhibin	 (oVi).	 This	 vasoinhibin-	like	 protein	 has	 the	 molecular	
mass	of	a	vasoinhibin	and	contains	the	N-	terminal	region	of	PRL	that	
defines	 vasoinhibin.31	Consistent	with	 the	 increase	 in	 vasoinhibin,	
hypervasopermeability	 was	 prevented	 in	 the	 retina	 of	 hyperprol-
actinaemic	diabetic	rats,	whereas	hyperprolactinaemic	nondiabetic	
animals	showed	no	change	in	retinal	vasopermeability	(Figure 5C).

Neither	sulpiride	nor	exogenous	PRL	altered	the	blood	glucose	
levels	and	bodyweight	of	diabetic	and	nondiabetic	rats	(Figure 6).

4  |  DISCUSSION

Central	to	the	pathogenesis	of	DME	and	DR	is	chronic	hyperglycae-
mia	causing	the	loss	of	vascular	cells	(pericytes	and	endothelial	cells)	
that result in enhanced retinal vasopermeability and accumulation 
of	extracellular	fluid	and	hard	exudates	that	impair	vision	when	the	
macula	is	affected.	Over	time,	intraretinal	haemorrhages	and	capil-
lary	occlusion	create	areas	of	 ischaemia	 that	 lead	 to	 the	prolifera-
tion	of	new	blood	vessels	 that	 invade	and	bleed	 into	 the	vitreous	
producing	a	fibrovascular	tissue	that	can	cause	retinal	detachment	
and	 blindness.	 The	 established	 therapies,	 laser	 photocoagulation	
and	intravitreal	anti-	VEGF	inhibitors,	are	invasive,	only	partially	ef-
fective,	and	require	frequent	deliveries,32	making	the	search	for	new	
therapeutics essential.4

Vasoinhibin	 is	 emerging	 as	 a	modifiable	 factor	 for	 the	preven-
tion	 and	 treatment	of	DME	and	DR.	Vasoinhibin	 is	 present	 in	 the	
healthy eye10	where	 it	contributes	 to	the	quiescent	state	of	blood	
vessels.	 Immunoneutralization	of	vasoinhibin	promotes	angiogene-
sis in the cornea9 and retina10	and	impairs	the	regression	of	the	tran-
sient hyaloid vasculature that irrigates immature ocular tissues.33 
Furthermore,	the	circulating	levels	of	vasoinhibin	are	altered	in	pa-
tients	with	DR13	 and	 retinopathy	of	 prematurity,11 and in rodents 
the	transfer	of	the	vasoinhibin	gene	inhibits	ischaemia-	induced	an-
giogenesis14 and retinal hypervasopermeability due to diabetes or 
intravitreal	VEGF	administration.16,17

Ocular	 vasoinhibin	 can	 originate	 from	 systemic	 PRL	 entering	
the	 eye.	 Iodinated	 PRL	 injected	 intracardially	 is	 incorporated	 into	
the	 retina,	choroid,	and	ciliary	body34;	ocular	 fluids	contain	prote-
ases	 that	 convert	 PRL	 to	 vasoinhibin,33 and rats rendered hyper-
prolactinaemic,	 by	 placing	 two	 anterior	 pituitary	 grafts	 under	 the	
kidney	capsule,	have	increased	levels	of	vasoinhibin	in	the	retina.35 
Elevating	 circulating	 PRL	 and,	 therefore,	 ocular	 vasoinhibin	 is	 the	
basis	 of	 an	ongoing	 clinical	 trial	 investigating	 levosulpiride	 for	 the	
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treatment	of	DME	and	DR.18 Levosulpiride elicits hyperprolactinae-
mia	through	blockage	of	dopaminergic	D2	receptors	at	the	anterior	
pituitary level.20	The	clinical	trial	has	demonstrated	that	levosulpir-
ide increases PRL and its conversion to bioactive vasoinhibin in the 
vitreous	of	patients	with	proliferative	DR.21	However,	the	beneficial	
outcome	of	the	use	of	levosulpiride	in	DME	and	DR	awaits	comple-
tion	of	the	trial.	Here,	we	provide	preclinical	evidence	that	hyperpro-
lactinaemia induced by racemic sulpiride results in the accumulation 
of	retinal	vasoinhibin	and	reduces	retinal	vascular	alterations	in	di-
abetic rats.

As	anticipated	from	a	dopamine	D2	receptor	antagonist,	sulpir-
ide	 induces	 a	 dose-	dependent	 elevation	 of	 PRL	 in	 the	 circulation,	
with	the	highest	dose	increasing	PRL	to	values	like	those	(>100 ng/
ml)	 elicited	 by	 levosulpiride	 in	 the	 clinical	 study.21	 The	 hyperpro-
lactinaemic	 effect	 of	 sulpiride	was	 lower	 in	 diabetic	 animals.	 This	
is	expected	since	STZ	causes	the	apoptosis	of	PRL-	producing	cells	
(lactotropes)	in	the	anterior	pituitary	gland36 and results in reduced 
levels	of	circulating	PRL.28

IP-	Western	blot,	a	semiquantitative	method	that	may	not	be	sen-
sitive	enough	to	detect	vasoinhibin	in	the	circulation,21 was not able 
to	show	an	elevation	of	systemic	vasoinhibin.	However,	sulpiride	did	
enhance	 the	Western	 blot	 detection	 of	 a	 vasoinhibin-	like	 protein	
in	 the	 retina	 of	 diabetic	 rats.	 The	 protein	 has	 the	molecular	mass	
(~16	kDa)	of	a	common	vasoinhibin	and	contains	the	N-	terminal	re-
gion	of	PRL	that	defines	vasoinhibin.31	This	result	is	consistent	with	
the clinical trial showing that levosulpiride increases bioactive va-
soinhibin	 in	 the	 vitreous	 of	 patients	with	DR21 and suggests that 
sulpiride-	induced	hyperprolactinaemia	favours	the	incorporation	of	
PRL	into	the	eye	of	diabetic	rats	where	it	gets	cleaved	to	vasoinhibin.	
In	 agreement,	 sulpiride	 inhibited	 retinal	 hypervasopermeability	 in	
diabetes,	a	well-	known	effect	of	vasoinhibin.15–	17	Also,	vasoinhibin	
blocks	 the	 increase	 in	 retinal	 vasopermeability	 induced	by	 the	 in-
traocular	injection	of	VEGF15–	17 and sulpiride prevented the retinal 
haemorrhages	that	follow	intravitreal	VEGF	administration.

Vascular	endothelial	growth	factor	 is	a	major	vasopermeability	
factor	in	DME	and	DR.	It	is	upregulated	in	eyes	from	patients	with	

F I G U R E  2 Sulpiride	increases	vasoinhibin	in	the	retina	of	diabetic	rats.	(A)	Representative	Western	blot	evaluation	of	retinal	lysates	from	
nondiabetic	(NDB)	and	diabetic	(DB)	rats	treated	with	vehicle	(V)	or	20	mg/kg	sulpiride	(S)	for	2	weeks,	starting	4	weeks	after	inducing	or	
not	diabetes	with	streptozotocin	(STZ).	A	combination	of	prolactin	(PRL)	and	vasoinhibin	standards	(PRL	+	Vi)	and	molecular	weight	markers	
(MWM)	are	shown.	Numbers	on	the	left	indicate	the	molecular	weight	markers	in	kDa.	(B)	Densitometric	analysis	of	the	Vi	bands	after	
normalization	for	β-	tubulin.	Values	are	means	±	SEM.	Numbers	inside	the	bars	indicate	the	number	of	retinas	evaluated	per	group

F I G U R E  3 Sulpiride	inhibits	the	diabetes-	induced	increase	in	retinal	vasopermeability.	(A)	Retinal	vasopermeability	evaluated	by	the	
Evans	blue	method	in	nondiabetic	(NDB)	and	diabetic	(DB)	rats	treated	with	vehicle	(V)	or	20	mg/kg	sulpiride	(S)	for	2	weeks,	starting	
4	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	streptozotocin	(STZ).	(B)	Western	blot	evaluation	of	albumin	in	retinal	extracts	from	NDB	and	
DB	rats	treated	with	vehicle	(V)	or	20	mg/kg	sulpiride	(S)	for	2	weeks,	starting	4	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	STZ.	Molecular	
weight	markers	(MWM)	are	shown.	Numbers	on	the	left	indicate	the	molecular	weight	markers	in	kDa.	(C)	Densitometric	analysis	of	the	
albumin	bands	after	normalization	for	GAPDH.	Values	are	means	±	SEM.	Numbers	inside	the	bars	indicate	the	number	of	retinas	analysed
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DME	and	DR,37,38	and	the	clinical	efficacy	of	treatments	with	anti-	
VEGF	 agents	 indicates	 that	VEGF	 contributes	 to	 their	 pathophys-
iology.29,32	 Vasoinhibin	 inhibits	 the	 activation	 of	 endothelial	 nitric	
oxide	synthase	 (eNOS)	that	 leads	to	stimulation	of	vasopermeabil-
ity	and	vasoproliferation	in	response	to	VEGF.15,39	VEGF	stimulates	
eNOS	 activity	 by	 promoting	 the	 PI3K-	Akt-	dependent	 phosphory-
lation/activation	of	eNOS40 and the Ca2+-	calmodulin	activation	of	
eNOS41;	whereas	vasoinhibin	activates	protein	phosphatase	2A	that	

dephosphorylates	 eNOS15 and inhibits Ca2+ mobilization resulting 
from	phospholipase	C-	induced	 inositol	 1,4,5-	triphosphate	 produc-
tion	 and	 the	 expression	 of	 transient	 receptor	 potential	 canonical	
(TRPC)	channels.39,42

Altogether,	 our	 findings	 show	 that	 sulpiride	 reduces	 excessive	
retinal vasopermeability in diabetes by a mechanism that may in-
volve	the	elevation	of	circulating	PRL	and	the	subsequent	increase	
in	retinal	vasoinhibin	able	to	block	the	action	of	VEGF.	In	support	of	

F I G U R E  4 Sulpiride	reduces	the	VEGF-	induced	increase	in	retinal	haemorrhages.	(A)	Representative	light-	field	micrograph	showing	a	
portion	of	flat-	mounted	retinas	24	h	after	the	intravitreal	injection	of	PBS	or	VEGF	in	healthy	rats	pretreated	with	vehicle	(V)	or	20	mg/kg	
sulpiride	(S)	for	5	days.	Some	retinal	haemorrhages	are	indicated	(arrows)	and	the	scale	bar:	100	µm.	(B)	Quantification	of	haemorrhagic	areas	
per	retinal	area.	Values	are	means	±	SEM.	Numbers	inside	the	bars	indicate	the	number	of	retinas	analysed

F I G U R E  5 Osmotic	minipumps	delivering	ovine	PRL	elevate	retinal	ovine	vasoinhibin	and	inhibit	diabetes-	induced	increase	in	retinal	
vasopermeability.	(A)	Serum	prolactin	(PRL)	levels	in	nondiabetic	(NDB)	and	diabetic	(DB)	rats	subjected	to	sham	surgery	or	carrying	
osmotic	minipumps	delivering	ovine	PRL	(oPRL)	2	weeks,	starting	4	weeks	after	inducing	or	not	diabetes	with	streptozotocin	(STZ).	(B)	
Representative	Western	blot	evaluation	of	ovine	vasoinhibin	(oVi)	in	the	retinas	of	sham-		or	oPRL-	treated	NDB	and	DB	rats.	Standards	of	
oPRL,	rat	PRL	(rPRL)	and	rat	vasoinhibin	(rVi)	were	probed	with	anti-	rPRL	and	anti-	oPRL	antibodies	to	show	lack	of	reaction	of	the	anti-	
oPRL	antibodies	with	the	rat	hormones	(PRL	and	Vi).	Numbers	on	the	left	indicate	the	molecular	weights	of	marker	proteins.	(C)	Retinal	
vasopermeability	evaluated	by	the	Evans	blue	method	in	sham-		or	oPRL-	treated	NDB	and	DB	rats.	Values	are	means	±	SEM.	The	numbers	
within	the	bars	indicate	the	number	of	retinas	analysed
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sulpiride	acting	through	its	hyperprolactinaemic	effect,	the	chronic	
administration	of	exogenous	ovine	PRL	closely	mimicked	the	action	
of	sulpiride	on	both	the	retinal	accumulation	of	vasoinhibin	and	the	
inhibition	of	retinal	hypervasopermeability.	The	fact	that	exogenous	
ovine PRL got converted to ovine vasoinhibin in the diabetic condi-
tion,	further	supports	that	the	increase	in	retinal	vasoinhibin	origi-
nates	from	the	incorporation	of	systemic	PRL	into	the	eye.	However,	
sulpiride	 induced	 a	 higher	 level	 of	 hyperprolactinaemia	 under	 the	
nondiabetic	condition	and	yet	similar	levels	of	vasoinhibin	were	de-
tected in the retina between sulpiride- treated nondiabetic rats and 
diabetic	 rats.	 This	 finding	 indicates	 that	proportionally	 less	PRL	 is	
being converted to vasoinhibin in the healthy rat retina relative to 
the	diabetic	rat	retina.	The	reason	for	this	difference	may	relate	to	
the	 integrity	of	 the	blood	ocular	barrier	of	 the	nondiabetic	 condi-
tion	limiting	access	of	systemic	PRL	into	the	eye.	It	may	also	be	pos-
sible	 that	 the	 activity	 of	 PRL	 cleaving	 proteases	 is	 reduced	under	
normal	health	conditions,	albeit	the	opposite	has	been	reported	for	
the	vitreous	of	nondiabetic	patients	compared	to	patients	with	pro-
liferative	DR.21	Clarification	of	 these	possibilities	warrants	 further	
research.

Sulpiride	 may	 also	 impact	 blood	 vessels	 by	 mechanisms	 inde-
pendent	 of	 the	 PRL/vasoinhibin	 axis.	Dopamine	D2	 receptors	 are	
expressed	 in	vascular	endothelium,43	 and	 the	activation	of	D2	 re-
ceptors	 in	endothelial	cells	 inhibits	VEGF-	mediated	angiogenesis44 
and vasopermeability.45	 However,	 the	 fact	 that	 D2	 receptors	 in-
hibit	 the	action	of	VEGF	 in	endothelial	 cells	makes	 it	unlikely	 that	
inhibition	of	retinal	hypervasopermeability	in	response	to	sulpiride	
results	 from	a	direct	vascular	effect	of	 the	drug.	Neither	 sulpiride	
nor	exogenous	PRL	affected	the	bodyweight	and	blood	glucose	lev-
els	 in	healthy	and	diabetic	 rats.	These	observations	are	consistent	
with previous results in healthy rats46 and suggest that there are 
no	 adverse	 effects	 of	 the	 drug	 in	 diabetic	 rodents.	 In	 agreement,	
sulpiride	and	levosulpiride,	are	a	prokinetic	medication	used	for	the	
treatment	of	diabetic	gastroparesis,	a	complication	found	 in	5%	of	

diabetic patients.47	 Also,	 large	 cohort	 clinical	 data	 and	 preclinical	
studies48 indicate that high circulating PRL levels within the normal-  
and hyperprolactinaemic- range protect against diabetes and other 
metabolic diseases.48

We	conclude	that	high	levels	of	circulating	PRL	inhibit	excessive	
retinal	vasopermeability	in	response	to	diabetes	or	VEGF	by	promot-
ing	 the	 intraocular	 conversion	of	PRL	 to	vasoinhibin.	Our	 findings	
provide	 preclinical	 evidence	 of	 the	 beneficiary	 outcome	 of	 sulpir-
ide	in	experimental	DR	in	terms	of	a	vasoinhibin-	mediated	antago-
nization	of	VEGF-	induced	retinal	vascular	alterations.	Clinical	proof	
awaits	 completion	 of	 the	 ongoing	 trial	 investigating	 levosulpiride	
as	a	potential	treatment	to	impact	the	loss	of	vision	in	people	with	
diabetes.
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