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RESUMEN

La formacién de nuevos vasos capilares sanguineos o angiogénesis es
regulada por numerosos factores que incluyen a miembros de la familia
hormonal de la prolactina (PRL} El fragmento amino-terminal de 16 kDa
de esta hormona (PRL 16K) inhibe la angiogénesis a través de acciones
directas sobre la proliferacion y la activacion de proteasas en células
endoteliales. Estudios recientes mostraron que anticuerpos policlonales
anti-PRL inducen angiogénesis en la cornea y permitieron proponer la
hipétesis que isoformas de PRL con acciones antiangiogénicas participan
en el control de la avascularidad de la cornea. Investigamos esta hipétesis
mediante el analisis de la presencia y el origen de PRLs anti-angiogénicas
en tejidos y fluidos oculares de la rata. Asimismo determinamos PRL en
biopsias de pacientes con retinopatia del prematuro, un padecimiento
neovascular de la retina. Anticuerpos monoclonales anti-PRL indujeron
angiogénesis en la cornea de la rata y su efecto se asocié con PRLs
inmunorreactivas de 23, 21 y 16 kDa en cornea, iris, retina, y en el humor
acuoso. Consistentemente, se amplificé el ARN mensajero de PRL en estos
tejidos y en células aisladas de los epitelios externos e internos de la
cornea. En los pacientes con retinopatia del prematuro se midi®6 PRL
inmunorreactiva en humor acuoso, liquido subretiniano y suero. Sus
valores no se correlacionaron con los presentes en la circulacion.
Finalmente se detectdé el ARN mensajero de PRL y una proteina
inmunorreactiva de 16 kDa en las membranas fibrovasculares presentes
en el vitreo de estos pacientes. En conclusion, el ojo expresa PRLs capaces
de inhibir la angiogénesis y constituye un nuevo érgano productor y blanco
de esta familia hormonal.



ABSTRACT

Angiogenesis, the outgrowth of new blood vessels is regulated by
multiple factors that include members of the prolactin (PRL} hormonal
family. The amino-terminal 16 kDa fragment of PRL (16K-PRL) inhibits
angiogenesis via inhibition of endothelial cell proliferation and protease
activation. Immunoneutralization with anti-PRL antibodies induced
angiogenesis in the cornea and suggested that anti-angiogenic PRLs could
contribute to the avascularity of this organ. Here, we have investigated the
expression of anti-angiogenic PRLs in the cornea and in other ocular
tissues and fluids of the rat. Moreover, we have analyzed the expression of
PRL in ocular biopsies of patients with premature retinopathy, a
neovascular eye disease. Monoclonal antibodies directed against PRL
induced angiogenesis in the cornea and associated with proteins of 23, 21
and 16 kDa in the cornea, iris, retina and in the aqueous humor.
Consistently, PRL mRNA was amplified from homogenates of these tissues
and from internal and external epithelial cells isolated from the cornea.
Likewise, immunoreactive PRL was measured in the aqueous humor,
subretinal fluid and serum of patients with premature retinopathy, and
these levels did not correlate with those present in the circulation. Finally,
PRL mRNA and a 16 kDa immunoreactive protein were detected in the
fibrovascular membranes formed in the vitreous compartment of these
patients. In conclusion, ours results indicate that antiangiogenic PRLs are
expressed in the eye of rats and in humans suffering from a neovascular
retinal disease. Accordingly, the eye represents a new site for the
production and action of PRL, that may be relevant for the control of ocular

neovascularization.
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INTRODUCCION

I. ANGIOGENESIS

La angiogénesis o neovascularizacion, es el proceso de formaciéon de nuevos
vasos capilares sanguineos a partir de vasos pre-existentes. Este proceso es
fundamental para el crecimiento y desarrollo de los tejidos por lo que ocurre muy
activamente durante las etapas embrionaria y fetal. Sin embargo después del
nacimiento este proceso disminuye y en el adulto practicamente desaparece a
excepcion de eventos en el sistema reproductive de las hembras, tales como la
ovulacién, la formacién del cuerpo luteo en el ovario, la proliferacion del
endometrio uterino, la formaciéon de la placenta y de la glandula mamaria, entre
otros. Adicionalmente la angiogénesis tiene lugar en el adulto a consecuencia de

heridas o fracturas.1:2

El enorme interés por entender la regulacion de la angiogénesis deriva del
reconocimiento de que varias patologias dependen de la sobreproduccién de vasos
sanguineos. Por ejemplo, la angiogénesis es esencial para el desarrollo de
tumores solidos. Los nuevos vasos sanguineos permiten al tumor alcanzar una
tasa de crecimiento maxima, a través de aportar oxigeno y nutrientes y extraer las
sustancias de desecho. Ademas los nuevos capilares proveen de una ruta para la
migracion de las células tumorales hacia la formacién de tumores secundarios o
metastasis.2® Otro ejemplo de padecimientos angiogénico-dependientes, es la
artritis reumatoide, donde los nuevos vasos sanguineos invaden y destruyen el
cartilago de la articulaciéon.* Adicionalmente, las patologias mas frecuentes de la
retina resultan de la formaciéon de neovasos que la destruyen o alteran su
funcionamiento. Los trastornos neovasculares de la retina se encuentran entre
las principales causas de ceguera en la infancia (retinopatia del prematuro), en
pacientes diabéticos (retinopatia diabética} y en pacientes mayores de 65 afios

{degeneracién macular asociada con la edad).5.



La mayor parte de los factores reguladores de la angiogénesis pertenecen a la
familia de los factores de crecimiento y tienen la capacidad de regular la funcién

del endotelio tanto directa como indirectamente. (Fig.1)

Dentro de los principales factores estimuladores de la angiogénesis
(angiogénicos) se incluyen el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el
factor de crecimiento basico derivado de fibroblastos (bFGF), el factor de
crecimiento transformante 3 (TGF B), el factor de necrosis tumoral a (TNF o), la
interleucina 8 y el factor de crecimiento de hepatocitos conocido como “scatter
factor” (SF). (Fig 1) Por otra parte la regulacién negativa de la angiogénesis
también estd ampliamente representada, e incluye factores como la
trombospondina, la endostatina, la angiostatina, el factor tisular inhibidor de
metaloproteinasas (TIMP), el factor derivado de plaquetas IV (PF 1V), el interferon
alfa (INF o) y fragmentos moleculares de la prolactina (PRL). (Fig. 1} El equilibrio
entre la accién de factores estimuladores e inhibidores determina tanto a la

angiogénesis fisiologica y su alteracion en condiciones patologicas.”
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Fig. 1 Algunos de los factores reguladores de la angiogénesis y algunos eventos
fisiologicos y patologicos que dependen de ella.

Los factores reguladores de la angiogénesis pueden actuar de manera

endocrina, paracrina, o autdcrina sobre uno o varios de los eventos que
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constituyen dicho proceso. Estos eventos incluyen la degradacion de la
membrana basal del capilar, la migracion de las células endoteliales, su
proliferacién, su asociaciébn en estructuras tubulares y, finalmente, su
diferenciaciéon con la subsecuente formacién de una nueva membrana basal
(Fig.2).89
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Fig. 2 Pasos que incluyen la formacion de un nuevo capilar a partir de
uno ya existente (angiogénesis).
Los factores que regulan localmente la angiogénesis se producen
principalmente en células tales como macrofagos, fibroblastos, células tumorales,

e incluso por el propio endotelio vascular.

II. PROLACTINA

1. Generalidades

Las prolactinas representan una familia de proteinas derivadas de un solo gen
y que difieren estructuralmente entre si debido a modificaciones
postraduccionales tales como fosforilacién, glicosilacién, desamidacién,
agregacion y protedlisis a partir de una proteina predominante con cerca de 200
aminoacidos y una masa molecular de 23 kDa.!® Las PRLs actian como

hormonas o citocinas en la regulacién de funciones diversas que inciden sobre la
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reproduccion, la osmorregulacion, el crecimiento, el metabolismo y la modulacién

de la respuesta inmune.!1.12 (Fig.3)

Los sitios de produccion de PRL son diversos. Si bien las PRLs se producen
principalmente por los lactotropos adenohipofisiarios, que comprenden el 20-50%
del total de las células de la hipéfisis anterior, se sabe que existen diversos tejidos
extrahipofisiarios que producen y secretan PRL. Estos incluyen a células de la
glandula mamaria, la decidua uterina, el ttero, el sistema inmune, el cerebro y el

endotelio vascular, entre otros.12.14
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Fig. 3 Esquema que ilustra diferentes aspectos de la fisiologia de 1la PRL.

La PRL inicia sus efectos a través de producir la dimerizacién de sus
receptores en la membrana de sus células blanco, lo cual lleva a la activaciéon de
diversos mecanismos intracelulares. Se han descrito 3 variantes del receptor de
PRL que resultan del procesamiento alternativo del mensajero y que de acuerdo al
tamarno de su dominio intracelular se denominan como receptores corto mediano
y largo.}* Durante los ultimos afios se ha doecumentado como uno de los
mecanismos principales activados por los receptores de prolactina a la via

denominada JAK/STAT “Jannus Kinases/Signal Transducer and Activator of



Transciption”. Las JAK representan a una familia de tirosinas cinasas capaces de
fosforilar a los factores de trascripcién STAT. La fosforilacién de STAT permite su
translocacion al nicleo y subsecuentemente su unién a secuencias consenso GAS
“Gamma Activation Site” en el ADN, que conlleva a la activacion de la
transcripciéon de diferentes genes que incluyen al los interferones alfa, beta y
gamma. De éstos y otros mecanismos, resultan los distintos efectos de la PRLs
(Figs.3 y 4).10-15

. 3 ' JAK:  Jenos Kimae
m mm m mﬁl STAT: Slg;iml 'Ird!ufdlltlr unld "
% A activator of transcription

LR Vit Yl Lo PEEED 216, 1047 arbacho AM. 1923

Fig. 4 Esquema de ]a via de seializacion Jak/Stat, que ha sido la mas
caracterizada para la PRL.

La diversidad de efectos de la PRL se ha intentado explicar en funcién de la
heterogeneidad estructural de la hormona y de sus receptores. Se ha propuesto
que las variantes moleculares que resultan de la modificaciéon postraduccional
podrian activar preferencial ¢ exclusivamente algunas isoformas del receptor y no
otras. Asi, las isoformas de PRL al activar un determinado receptor podrian
mediar efectos especificos de la hormona. Ejemplo de esto son los fragmentos

moleculares de la PRL con efectos antiangiogénicos.!12-15

2. Prolactinas y angiogénesis



El descubrimiento de que fragmentos moleculares de la PRL inhiben la
angiogénesis se origind en estudios encaminados a analizar los mecanismos
responsables de la generacién de tumores adenohipofisiarios secretores de PRL
(prolactinomas). En 1984, Elias y Weiner observaron que ratas con prolactinomas
inducidos por estrogenos, desarrollaban una via de irrigacién directa a la hipdfisis
anterior, sin relevo en el hipotalamo y que provenia de la carétida interna. Desde
un punto de vista neuroendocrinoldgico, esta nueva via de irrigacién permitia a
los lactotropos escapar de la inhibicién ténica ejercida por el hipotdlamo. La
ausencia de inhibicion permitia aumentar el nimero de lactotropos ¥y
potencialmente su transformacion tumoral. Dado que los estrogenos estimulan la
produccion y secrecion de PRL 16 se consideré que esta hormona podria ser un
candidato a ser analizado como factor responsable de los neovasos. Si bien la
PRL de 23 kDa no mostré acciones angiogénicas, el fragmento amino-terminal de
16 kDa de la PRL inhibi6 el crecimiento de células endoteliales en cultivo.!? Estos
hallazgos dieron pie para investigar la angiogénesis como un nuevo campo de

accién de esta familia hormonal.

3. Prolactina 16K

NH, COOH
NH; 16 kba PRL
COOH 7 kDa PRL

Fig. 5 Esquema de la PRL que presenta un corte
proteolitico entre los aminoacidos tirosina 145 y
leucina 146. La reduccion del puente disulfuro
intermedio separa la molécula en un fragmento
N-terminal de 16 kDa y uno C-terminal de 7
kDa.
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La prolactina de 16 kDa resulta de la proteélisis de la PRL 23K, mediante un
corte entre los aminoacidos tirosina 145 y leucina 146 y la reduccion del puente
bisulfuro intermedio.!® (Fig.5) Las proteasas responsables de dicho
procesamiento se han detectado en homogenizados de distintos 6érganos blanco de
PRL como la glandula mamaria, el higado y la prostata.l® Si bien la proteasa no
se ha identificado, estudios in vitro han implicado a la enzima lisosomal catepsina
D, con base en que esta enzima puede generar a la PRL 16K a partir de un
estandar puro de PRL.20

La PRL 16K también ha sido generada mediante la mutagénesis dirigida del
ADN complementario que codifica para la PRL humana. Mediante manipulacién
génica se introdujo en este ADN complementario un codén de terminacién en
sustitucién de la Lisina 124. Ademas se sustituyo la cisteina 58 por serina para

prevenir la formacién incorrecta de puentes bisulfuro.2!.22

La PRL 16K ejerce muchos de los efectos de la PRL 23K aunque con menor
potencia, como por ejemplo la estimulacion de la proliferacion del epitelio
mamario y de las células Nb2.22 Las células Nb: representan una linea celular
derivada de un linfoma murino a partir de linfocitos T, que prolifera
especificamente en respuesta a PRL y por lo tanto son utilizadas como un
bioensayo para detectar y cuantificar a esta hormona.?? No obstante, el principal
interés sobre esta variante se deriva de sus efectos inhibidores sobre la
angiogénestis, efecto propio de este fragmento hormonal, que no comparte con la
PRL integra. La PRL 16K, mas no la PRL integra, es capaz de inhibir la
proliferacién de células endoteliales de diversas especies y lechos vasculares.2!
Ademas, la PRL 16K inhibe la asociacion de las células endoteliales en
estructuras tubulares semejantes a capilares, que ocurre cuando éstas son
cultivadas en geles de colagena.?! Estas acciones sobre el endotelio se traducen
en una inhibicion del proceso integral de la angiogénesis que ocurre in vivo. ‘La
PRL 16K inhibe la angiogenesis en la membrana corioalantoidea de embriones de
pollo asi como también inhibe la angiogénesis inducida por bFGF en comeas de

rata. 17,24,25.
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Por otra parte, experimentos realizados por el grupo de colaboradores de
Weiner y Martial, muestran que uno de los mecanismos por los cuales la PRL 16K
ejerce su efecto antiangiogénico es mediante la inhibicién de la urocinasa
activadora del plasminégeno (uAP). La activacidon de la uAP es fundamental en la
regulacion de la angiogénesis porque activa la cascada de proteasas que degradan
la matriz extracelular y por lo tanto juegan un papel esencial en la migracién de
las células endoteliales y en la reparacién de los tejidos. El tratamiento de células
endoteliales derivadas de capilares de cerebro bovino con PRL 16K, inhibe la
actividad de la uAP a través de estimular la expresion del inhibidor detl
plasminégeno-1 (PAI-1).26 La activacion de la expresion de PAI-1 por 16K PRL
inhibe la degradacion de la matriz extracelular por uPA, previniendo asi la

angiogénesis,26.27

Se sabe ademas que en las células endoteliales la activacién de proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK), media los efectos proliferativos de bFGF
y VEGF, y que la PRL 16K inhibe la fosforilacién y la activacién de las MAPK (p42
y p44 MAPK)], a través de inhibir la activacién de Ras inducida por estos factores.
27(Fig.6)

VEGF 16K PRL
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Fig. 6. Via de sefializacién propuesta para la accién inhibitoria de PRL 16K sobre Ia

activaciéon de Ras inducida por VEGF.27
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El hecho de que los efectos inhibitorios de la angiogénesis ocurran en
respuesta al fragmento de 16K de la PRL mas no por efecto de la PRL completa
(23K), sugiri6 la posible participacién de receptores distintos a los receptores

clasicos para PRL.

4. Receptores a PRL 16K en células endoteliales

Evidencias directas apoyan la existencia de un receptor especifico para la PRL
16K en membranas de células endoteliales.22 Estas evidencias se basan en
ensayos con PRL 16K marcada isotépicamente que muestran su unién especifica,
saturable y de alta afinidad a membranas aisladas de células endoteliales. Como
era de esperarse, la PRL integra que no tiene efectos directos sobre el endotelio,
no compitié por este sitio de unién. Tampoco lo hizo la hormona de crecimiento
humana (hGH) que es lactogénica y capaz de activar a los receptores clasicos de
PRL, ni el bFGF. Sin embargo, dos proteinas que comparten una homologia del
40% en su secuencia primaria con la PRL, la proliferina (PLF) y la proteina
relacionada con proliferina (PRP) compitieron por la unién de PRL 16K marcada.?8
Estos hallazgos dieron pie para demostrar que tanto la PLF como la PRP tienen
acciones sobre la angiogénesis.?® Estas acciones son opuestas, la PLF estimula y
la PRP inhibe la migracién de células endoteliales en cultivo y la angiogénesis in
vivo.?® Por otra parte la PRL 23K marcada isotépicamente no se unié a
membranas de células endoteliales 28 y no se tienen evidencias de la expresién del
receptor clonado de la PRL en los endotelios donde se han examinado los efectos a

través de la PRL 16K 28 (Clapp y Kelly, resultados no publicados]).

El hecho de que la PRL 16K inhibe la angiogénesis a través de un receptor
nuevo presente en el endotelio, apoya la posible participacién de esta hormona en
el control normal de este proceso. Sin embargo, esta hipétesis requiere de la

demostracion de la presencia endogena de este fragmento de PRL.
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5. PRLs endégenas con efectos sobre la angiogénesis

Se ha observado que la PRL cortada, precursor de la PRL 16K se encuentra en
la hipéfisis anterior y en la circulacién de diversas especies incluida la humana.3°
Se propuso a la catepsina D como la enzima responsable de la generacion de la
PRL cortada debido a que esta enzima corta a la PRL en el sitio esperado (tirosina
145 y leucina 145) ya que €l inhibidor de la enzima, pepstatina A, evita dicho
corte.?¢ La catepsina D es una proteasa de aspartico presente en los lisosomas y
que si bien algunas evidencias sugieren su posible regulacién y secrecion
diferencial el consenso es que opera en todos los tejidos de acuerdo a la
disponibilidad del sustrato. Sin embargo, evidencias experimentales han
permitido plantear que la enzima que corta a la PRL puede ser regulada. Estas
evidencias muestran que la actividad de la enzima varia entre diferentes tejidos y
es funcion de su estado fisiolégico.3° Por ejemplo, la actividad enzimatica que
corta PRL de glandulas mamarias de ratas lactantes, es mayor a la de ratas
virgenes.30 Mas aun, el tratamiento con estrégenos reduce la actividad de corte

de PRL por extractos neurchipofisiarios.31

En apoyo al procesamiento natural de PRL hacia PRL 16K, la técnica de
Western blot permitioé la deteccion de PRL 16K en la hipdfisis anterior y en la
circulacion de diversas especies.32  Adicionalmente, Se observé que otros
fragmentos de PRL pueden poseer efectos antiangiogénicos. Mediante el uso de
anticuerpos dirigidos contra la PRL 16K se detecté la presencia de un fragmento
de PRL de 14 kDa en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario.?3-35 E] sistema
hipotalamo-neurohipofisiario estd constituido por neuronas localizadas en dos
nucleos del hipotdlamo anterior, el supradptico y el paraventricular y sus
~ proyecciones neuronales en la neurohipéfisis. Este sistema secreta un amplio
numero de péptidos con diversas acciones reguladoras, dentro de los que se
destacan las neuro-hormonas vasopresina y oxitocina. En estas neuronas se
demostré la expresion del ARN mensajero de la PRL y su traduccién hacia
proteinas de 23 y de 14 kDa.’* La PRL 14K es la forma predominante, se

encuentra en granulos de secrecién y es liberada al medio de cultivo de explantes
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neurchipofisiarios mediante un mecanismo dependiente de calcio.?* Ademas de
compartir determinantes antigénicos con la PRL 16K, la PRL 14K comparte sus
efectos antiangiogénicos. Medios condicionados por neurohipéfisis en cultivo,
enriquecidos con la PRL 14K, inhiben la proliferacién de las células endoteliales y
su efecto se neutraliza con anticuerpos anti-PRL 16K.3! Estos hallazgos,
permitieron proponer al sistema hipotdlamo neurohipofisiario como una fuente a
la circulacién de prolactinas con propiedades antiangiogénicas. En franca
concordancia con esta propuesta, se encontrd que una proteina de 14 kDa con

inmunoreactividad de PRL, esta presente en el suero de la rata.34

La idea de que las PRLs pueden ser inhibidores sistémicos de la angiogénesis
no es inesperada. Se conocen varios fragmentos de proteinas con efectos
inhibitorios de la angiogénesis que se encuentran presentes en la circulacién.
Ejemplo de esto, son la endostatina y la angiostatina, fragmentos de 20 kDa y de
38 kDa de la colagena y del plasminédgeno, respectivamente.?6.37 Estas proteinas

se han implicado en el control sistémico de la neovascularizaciéon tumoral.

La angiogénesis es un evento que ocurre localmente y no en forma
generalizada, y como se mencioné obedece en gran medida a factores producidos
por las células de la vecindad del capilar e incluso por las propias células
endoteliales. Evidencias recientes muestran que las células endoteliales producen

PRL y en algunos casos sus fragmentos antiangiogénicos.38-40

6. Prolactina endotelial

Estudios recientes mostraron gue células endoteliales de diversos lechos
vasculares y de diferentes especies expresan el ARN mensajero de PRL y lo
traducen hacia proteinas de distintos pesos moleculares. Por ejemplo la células
endoteliales derivadas de capilares de cerebro bovino en cultivo expresan no sélo
el ARN mensajero que codifica para la PRL nativa de 23 kDa, sino también un

transcrito aproximadamente 100 pares de bases mas corto cuya secuencia denota
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la delecién del tercer exén, sin alteracion del marco de lectura.?® La traduccién de
este transcrito predice una proteina de 21 kDa. En concordancia con estos
transcritos las células endoteliales bovinas sintetizan y secretan PRLs
inmunoreactivas cuyos pesos moleculares aparentes son de 23, 21 y 14 kDa y que
podrian corresponder a la PRL nativa de 23 kDa, a la PRL de 21 kDa, producto de
traduccioén del transcrito con delecion en el tercer exén y a un fragmento de 14
kDa de la PRL, similar al detectado en la neurohipéfisis.33 Estos hallazgos son
consistentes con la idea de que las PRLs endoteliales podtian estimular en forma

autocrina la angiogénesis.

Cabe notar que no sucede lo mismo en células endoteliales de diferentes
especies y/o lechos vasculares. Si bien células endoteliales derivadas de la vena
umbilical humana también expresan el ARN mensajero para la PRL nativa y el
transcrito de 100 pares de bases menor, las PRLs generadas e incluyen proteinas
de 60 y 16 kDa ademas de las de 23, 21 y 14 kDa. Interesantemente la
incubacién de estas células con anticuerpos anti-PRL que reaccionan
exclusivamente con la proteina de 16 kDa estimularon la proliferaciéon celular.38
Es posible que la estimulacién por estos anticuerpos fuera consecuencia de la
neutralizacion de PRL 16K secretada por las células endoteliales humanas. Otro
endotelic que presenta diferencias en relaciéon a la PRL es el proveniente de
capilares de la retina de la rata. Estas células solamente expresan el ARN
mensajero que codifica para la PRL de 23 kDa y lo traducen hacia grandes

cantidades de esta PRL y no hacia otras isoformas de ia hormona.4°

En resumen, todas estas evidencias han permitido proponer que las PRLs
podrian participar en la regulaciéon de la angiogénesis tanto, sistémicamente a
manera de hormonas como, localmente a manera de citocinas. La pregunta al
respecto es si estas PRLs enddgenas contribuyen a la regulacion de la
angiogénesis. Estudios previos, ampliados en esta tesis apoyan la hipétesis de
que PRLs con efectos antiangiogénicos participan en el control de la avascularidad

de tejidos como los presentes en la cornea.24.25
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III. ANTECEDENTES INMEDIATOS

El cartilago vy la cornea estan conformados por tejidos que en condiciones
normales son avasculares. Se ha propuesto que la ausencia de vasos sanguineos
en estos tejidos se debe a la sobreproducciéon y/o mayor efecto de factores
inhibidores sobre los estimuladores de la neovascularizacién.,4! Asi, tanto el
cartilago como la coérnea, constituyen sitios donde poner de manifiesto la accion
de inhibidores de la angiogénesis, en particular de fragmentos de PRL. En este
sentido la coérnea presenta ventajas para este analisis ya que es un érgano externo
y transparente y de facil abordaje experimental. De hecho la inducciéon de
angiogénesis en la cérnea en respuesta a la aplicacion de implantes conteniendo
factores angiogénicos ha hecho de la cormmea uno de los bicensayos de
angiogénesis in vivo mas empleados.*? En este ensayo se demostré que la PRL
16K inhibe el efecto angiogénico del bFGF.24.25

1. Prolactina y angiogénesis ocular

La inhibicién del efecto angiogénico del bFGF por la PRL 16K sugiere que este
fragniento de PRL pudiese participar en el control de la avascularidad de la
cornea. Para analizar esta posibilidad se trataron corneas con anticuerpos anti-
PRL con el propésito de inmunosecuestrar PRLs locales se investigd si este
procedimiento inducia una respuesta angiogénica local. En todos los casos,
anticuerpos policlonales anti-PRL capaces de reaccionar tanto con la PRL 23K
como con la PRL 16K, produjeron una respuesta angiogénica que fue
significativarnente mayor a la de los grupos controles utilizando anticuerpos
preinmunes o proteinas no especificas.24+-25 Estos hallazgos sugirieron que PRLs

con efectos antiangiogénicos podrian estar presentes en la cérnea.

La presencia de PRL en cOrnea no es del todo inesperada. Desde 1986 Frey y

colaboradores mostraron la presencia de PRL inmunorreactiva en las lagrimas y
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en la glandula lacrimal, y mas recientemente mostraron que el epitelio lacrimal
produce y secreta PRL.4547 De hecho, se ha propuesto que la PRL puede actuar
como regulador local del volumen y composicién idnica de las lagrimas. Por
ejemplo el epitelio lagrimal expresa receptores a PRL y la PRL regula la actividad
de la ATPasa Na+,K+ en dicho epitelio v el volumen de agua de las lagrimas.45-48
Dada la presencia de uniones estrechas “tight junctions” entre las células del
epitelio corneal, 1a internalizacién de la PRL lagrimal en la cérnea deberia operar
via un mecanismo activo de transporte a través del epitelio corneal, como por

ejemplo, la endocitosis mediada por receptor.

2. Trastornos clinicos de neovascularizacion de la retina

La posibilidad de que la PRL forme parte de los factores que regulan la
angiogénesis podria tener grandes repercusiones en la clinica. La angiogénesis
ocular es la causa mas frecuente de ceguera en el mundo. Una sobreproduccién
anormal de vasos sanguineos en la retina ocurre en padecimientos tales como la
retinopatia diabética, la degeneracién macular asociada con la edad y la
retinopatia del prematuro, entre otras. La angiogénesis intraocular parece
resultar de la accion de factores angiogénicos inducidos por hipoxia. La hipoxia
es uno de los estimulos mas potentes para inducir angiogénesis.#®.50 Entre los
factores angiogénicos inducidos por hipoxia se encuentran el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento 1 tipo insulina (IGF-1),51.52
La hipoxia puede originarse de alteraciones en la concentraciéon de oxigeno
ambiental (retinopatia el prematuro) o de una reduccién del flujo sanguineo en la
microcirculacion de la retina (retinopatia diabética). En todos los casos la hipoxia
resulta en la formacion de nuevos vasos que invaden la retina y el humor vitreo.
Los neovasos son muy permeables, generan edema y atraen células vecinas
involucradas en la formacion de tejido fibroso que con el tiempo puede ocasionar

el desprendimiento de 1a retina y la pérdida total de la visién.5*
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En la retinopatia diabética ademas de la isquemia caracteristica de pacientes
diabéticos se han propuesto causas adicionales para la hipoxia. Por ejemplo, se
ha observado que en pacientes con diabetes mellitus una proporcién importante
de la hemoglobina se encuentra glicosilada y que este cambio interfiere con su
capacidad de transportar oxigeno.5! La incidencia de retinopatia vaso-proliferativa
en diabéticos es alta y se incrementa con los afios del padecimiento. Asi, se ha
observado que este padecimiento se presenta en el 99% de los pacientes
diabéticos insulino-dependientes con 20 afios de enfermedad y que el 66% de
diabéticos no insulino-dependientes poseen algin grado de retinopatia

vasoproliferativa.5¢

Otro trastorno de neovascularizacion ocular que es de alto impacto en paises
subdesarrollados, si bien no lo es en paises del primer mundo, es la retinopatia
del prematuro. Este padecimiento se presenta en infantes prematuros a
consecuencia de su exposicion a niveles variables de oxigeno cuando son puestos
dentro de la incubadora. En el 10% de los prematuros, el endotelio reacciona a
los cambios en las presiones de oxigeno generando angiogénesis. Al igual que en
los pacientes diabéticos los nuevos capilares invaden y sangran hacia la cavidad
del vitreo produciendo un tejido fibroso que eventualmente desprende la retina.3¢
La fotocoagulacién temprana de neovasos evita el padecimiento, sin embargo este
tratamiento no siempre es posible en nuestros paises por lo que la mayoria de

estos ninos pierden la vision.50-54

Los padecimientos mencionados permiten destacar el enorme interés que el
entendimiento de la regulacién de la angiogénesis ocular ha despertado en los
ultimos afios y la justificacién de identificar nuevos factores implicados en la

regulacion de este proceso.
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HIPOTESIS

General:
Las prolactinas se producen intraocularmente y funcionan como reguladores

de la angiogénesis ocular.
Pariculares:

1. Isoformas de PRL con efectos antiangiogénicos se expresan en la coérnea y
en otros tejidos y fluidos oculares.
2. La PRL del ojo se origina extraocularmente a partir de la PRL lagrimal y/o

sistémica.

OBJETIVOS

Analizamos las hipé6tesis propuestas utilizando el bioensayo de angiogénesis
en la cérmea de la rata y evaluando biopsias de tejidos y fluidos oculares
obtenidos de ratas y de pacientes con retinopatia el prematuro sometidos a

cirugia ocular. Nos propusimos los siguientes objetivos:

1. Determinar si al igual que anticuerpos anti-PRL policlonales, anticuerpos
anti-PRL monoclonales inducen angiogénesis en la cornea.

2. Determinar la presencia y peso molecular aparente de PRLs
inmunorreactivas en tejido y fluidos oculares.

3. Determinar si el receptor de PRL esta presente en el epitelio de la cérnea y
por lo tanto si este mecanismo podria mediar la internalizacién a la cornea
de la PRL lagrimal.

4, Analizar la posible correlacién entre los niveles circulantes de PRL y los
niveles de la hormona medidos en los fluidos oculares.

5. Investigar la expresién del ARN mensajero de PRL en tejidos oculares.
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MATERIALES Y METODOS

- Animales y Toma de muestras

Ratas macho Wistar entre 200 y 250 g de peso, fueron sacrificadas por
decapitacion, previa anestesia con CO2. Los ojos se enuclearon y el humor
acuoso (= 6ul) se obtuvo mediante puncién a través de la cérnea utilizando
una jeringa tipo insulina. Posteriormente con la ayuda de un microscopio
estereoscopico se disectaron la cornea, el iris y la retina. Los tejidos y fluidos

oculares se agruparon en pooles de 10 ratas.

- Pacientes con Retinopatia del Prematuro

Todas las biopsias pertenecieron a pacientes con retinopatia del
prematuro grado 4-5, los grados mas altos de esta patologia que
necesariamente deben ser sometidos a cirugia.5* Estos pacientes se
caracterizan por presentar un tejido fibroso muy vascularizado en la camara

del vitreo.

Como parte de la cirugia ocular se requiere extraer el humor acuoso, la
membrana fibrosa del vitreo y el liquido subretiniano. Este ultimo es un
dializado del vitreo que se acumula en el espacio entre la coroides y la retina,
que si bien es un espacio virtual en el feto, en estos nifios se vuelve real por
la acumulacién del fluido. Las biopsias de estos tejidos y fluidos, asi como

del suero fueron congeladas inmediatamente.

1. Bioensayo de angiogénesis

Como parte de la tesis de maestria se establecid el bioensayo de angiogénesis

de la cornea de rata de acuerdo al método reportado.55 Las sustancias a
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bioensayar se incluyen en el polimero hydron (2-poli-hidroxil-etilmetacrilato,
Interferon Sciences, Inc., New Brunswick, NJ). Las muestras se prepararon bajo
condiciones estériles disolviendo el polimeroc en 95% de etanol (12% p/v) a

temperatura ambiente. Volimenes iguales de hydron y de la muestra

. . « P B o
(anticuerpos) fueron combinados en superficies estériles y mantenidos a 4 C.

Cada pellet se corté en 8 porciones de aproximadamente 0.5 mm?2,

Bajo el estereoscopio y utilizando una aguja hipodérmica con bisel de 27x13
mm se hizo un saco en el estroma de la cornea, sin atravesarla, del tamafio de la
punta del bisel, a una distancia promedio de 1 mm entre la esclerdtica y la cérnea
del ojo. Una vez hecho el saco, con la ayuda de unas pinzas finas, se colocé 1/8
del implante hasta el fondo del saco adhiriendo el borde exterior para que el saco

sellara nuevamente.

2. Procesamiento de corneas

Seis dias después de hecho el implante, las ratas se sacrificaron y se procedié
a enuclear los ojos para fijarlos durante 1 hora en 4% paraformaldehido y 1.5%
glutaraldehido en amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M, pH 7.4). Una vez
disecadas las corneas, se tifié la red capilar haciendo reaccionar la peroxidasa
endoégena de los eritrocitos contenidos en los capilares con de 0.05% de
diaminobencidina y 0.01% de peréxido de hidréogeno en PBS 1 M (31). Esta
reaccion da una coloraciéon café donde se localizan los eritrocitos, y permite
visualizar la red capilar. Posteriormente se deshidraté el tejido, incubando por
dos periodos de 15 minutos cada uno, en alcoholes de diferentes grados de
dilucién (60%, 70%, 80%, 90% y 100%) y finalmente con xilol. Las cérneas se
montaron sobre porta-objetos cubiertos con Entellan (Merck) y se cubrieron con

un cubre-objetos.
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3. Andlisis y fotografia

Las preparaciones se observaron bajo un microscopio estereoscépico (Nikon-
Fx-45 WA) y se capturaron y digitalizaron las imagenes de las cérneas evaluadas
mediante el programa de analisis de imagenes (Image INH ver. 1.62, National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Para este analisis se establecié un érea fija
de 2mm? circunscrita a la zona del implante y se realizd la cuantificacién de las
respuestas determinando la absorbancia del area establecida. Esta se incrementé

en presencia de vascularizacién.

Se establecieron como criterios para evaluar las respuestas de angiogénesis
positivas:

a. que los vasos sanguineos estuvieran en la zona del implante y en franca
predominancia con respecto a los localizados en las zonas de la cérnea distantes a
dicho implante.

b. que los valores de absorbancia positivos correspondieran cuando menos al

doble de los valores obtenidos para los respectivos controles utilizados.

Las diferencias encontradas entre los diferentes grupos se evaluaron mediante

la aplicaciéon de pruebas estadisticas apropiadas (ANOVA, t-student, X?, seguidas

de comparaciones post-hoc.

4. Homogenizados de Tejidos

Las corneas, iris y retinas de los dos ojos de diez ratas fueron agrupadas y
homogenizadas (Politron 10-35 Beckman Instruments, USA}, en amortiguador de
lisis (50mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 100 ug/ml PMSF, lug/mi
aprotinina, pH 8.0) y centrifugadas a 14,000 g durante 30 minutos. Los
sobrenadantes se filtraron y concentraron en centricones de 3,000 y 100,000 de
corte molecular para eliminar las proteinas de altos y bajos pesos moleculares,
respectivamente. Las muestras se cuantificaron mediante el método descrito por

Bradford 56 y se analizaron en geles de poliacrilamida al 12 %bajo condiciones
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desnaturalizantes y reductoras {5% mercapto-etanol, SDS-PAGE) de acuerdo al

método descrito.57

5. Western blot:

Se utilizdé el método descrito.56 Brevemente, los geles se equilibraron durante
10 min en buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol), se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 40 V y 4°C durante toda la
noche. Las membranas se bloquearon en 2% BSA y 0.05% Tween-20 en PBS
durante 1 h y posteriormente se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente
con el anticuerpo primario correspondiente, policlonal (C-4, 1:500) y monoclonal
(INN-1 1:500), anti PRL. Ambos anticueros son dirigidos contra la PRL integra de
23 kDa. El anticuerpo policlonal C-4 fue generado por nuestro laboratorio en el
conejo y caracterizado previamente r¢f El anticuerpo monoclonal fue donado por el
Dr. Peter Berger (Institute for Biomédica Aging Research, Austrian Academy of
Sciences, Innsbruck, Austia) y caracterizado previamente ™ Los anticuerpos se
lavaron 3 veces con 0.9 % NaCl y 0.05 % Tween-20 en PBS durante 5 min y se
incubaron por 1 h con segundos anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina.
Finalmente las membranas se lavaron y se revelo la presencia de proteinas tipo
PRL utilizando €l sustrato de fosfatasa alcalina y los reactivos de un estuche
comercial de acuerdo a las instrucciones del proveedor (AP Conjugate Substrate
Kit, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. USA).

6. Ensayo Inmunoenzimaético (ELISA) para PRL humana

Este ensayo se realizdé utilizando un estuche comercial (Genzyme Diagnostics,
San Carlos, CA. USA).
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7. Inmunocitoquimica (ICQ)

- Corneas

Los ojos se fijaron en 4% paraformaldehido y 1.5% glutaraldehido en buffer de
fosfatos (PBS). Posteriormente se transfirieron a una solucion 30% sacarosa en
PBS hasta su saturacién. Las cérneas fueron disectadas, incluidas en un Tissue
Teck (OCT-Miles Inc. Elkhart, IN) y congeladas inmediatamente. Cortes de 10 ym
obtenidos en e! criostato, fueron colocados en laminillas cubiertas con vectabond
(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) y se incubaron con 30% de
perdéxido de hidrégeno en metanol, durante 30 min para bloquear la peroxidasa
endégena. Asimismo, para bloquear posibles sitios de unién inespecificos, los
cortes se incubaron en 10% BSA, 3% de suero normal de cabra {NCS), 0.5%
Tritén X-100 en PBS durante 2 h. Posteriormente los cortes fueron incubados
con anticuerpos monoclonales anti-receptor de PRL (100 pg/ml), diluidos en 0.5%
Triton X-100 en PBS, durante toda la noche, en atmésfera humeda y a
temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos donados por el Dr. Paul A. Kelly
(Institut National de la Santé et de la Recherché Médicale U-344, Paris, Franciaj,
que estan dirigidos contra la porcién del receptor que une (T4 y Ts) y que no une

(Usy Ue) a la PRL y que han sido caracterizados previamente.58

Las laminillas fueron lavadas e incubadas por una hora con segundos
anticuerpos anti-IgG de raton biotinilados y subsecuentemente incubados 1 h con
el complejo biotina-avidina acoplado a peroxidasa también a temperatura
ambiente de acuerdo a las instrucciones de los proveedores (Vectastain Kit ABC,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). La unién de los anticuerpos
anti-receptor fue revelada con 0.05% diaminobencidina (DAB} y 0.015% de
perdxido de hidrogeno en PBS durante 3-4 min Los cortes se deshidrataron, se
montaron con Entellan (Merck KGaA Darmstadt, Germany) y se cubrieron con un

cubreobjetos.
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- Células del epitelic externo (CEpCR) e interno (CEnCR)

de la cornea

Las células de los epitelios externo e interno de la cornea de la rata se aislaron
de acuerdo a los métodos descritos.5960 Las células del epitelio interno de 10
ratas fueron desprendidas y colocadas en cajas para cultivo celular de 35 mm,
que contenian medio de cultivo Eagles’s MEM, complementado con 20% de suero
fetal de ternera, 50 ug/ml de gentamicina y 5% de penicilina-streptomicina.
Posteriormente, las mismas coérneas fueron tratadas con colagenasa/dispasa (1.0
U/ml en solucién HANK's) durante una hora para desprender completamente las
células del epitelio externo. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en
medio D-MEM/F12 complementado con 10% de suero fetal bovino, 10 ug/ml de
insulina, 15 mM de HEPES, 1 ug/ml de hidrocortisona, 50 ug/ml de gentamicina
y 5% de penicilina-streptomicina. Para estimular la proliferaciéon celular se les
adicioné bFGF (1 ng/ml).6! Las células se caracterizaron con base en su
morfologia, su capacidad para formar monocapas y su inmunoreactividad a
anticuerpos anti-queratina. Para este ultimo criterio se utilizaron técnicas de
inmunocitoquimica similares a las ya decritas y un anticuerpo monoclonal anti-
citoqueratina (Monoclonal Anti-Pan Cytokeratin, Sigma). Este anticuerpo
reconoce un amplio espectro de citoqueratinas de diversos epitelios normales,
neoplasicos de humano, rata, bovino, sapo y se utiliza también para

caracterizacion de cultivos de lineas celulares epiteliales.

8. Retrotranscripcién y Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

E! RNA total de los distintos tejidos y células en cultivo se extrajo de acuerdo
al procedimiento de tiocianato de guanidina y fenol.®?2 El RNA (5 ug} fue
retrotranscrito (RT) durante 1 h a 37 °C en 25 ul de buffer (20 mM Tris, 50 mM
KCl, 2.5 mM MgClz, pH 8.3), conteniendo 1 mM de dNTPs, 1 ug de cada cebador
oligo (dT), 1 ug de un cebador inespecifico (random primer), 25 unidades de

Rnasina (Promega) y 200 unidades de retrotranscriptasa (proveniente del virus de
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leucemia murina Moloney). El PCR se realiz6 en 50 ul de buffer (20 mM Tris-HCI,
50 mM KCI, 2 mM MgClz, pH 8.3), con 200 uM de cada dNTP, 50 pMol de cada
cebador, y una unidad de Taq ADN polimerasa. El proceso de desnaturalizacién
se llevo a cabo a 97 °C por 30 seg. La amplificacion fue por 40 ciclos (a 94 °C por
30 seg, a 65°C por 1 min, a 72 °C 1.5 min y a 71 °C por 10 min}. Los cebadores
para la amplificacion del ADN complementario de la prolactina de rata
corresponden al ex6n 2 para el extremo 5’ (5-TGTTCTGGTGGCGACTGC-
CAGACACCT-3)) y al exén 4 para el extremo 3’ (5
TATCTTTTCGATCCCTTCGAGAAGCCG-37). Utilizando estos cebadores el producto
esperado del PCR es de 480 pb.

Las mismas condiciones de la RT-PCR fueron utilizadas para retrotranscribir y
amplificar el ARN mensajero de la PRL humana de membranas fibrosas de ojos de
pacientes con retinopatia del prematuro. En este caso se aislo el RNA total de las
membranas fibro-vasculares de los pacientes sometidos a cirugia y se utilizaron
dos cebadores especificos para el ADN complementario de PRL humana. El
cebador del extremo 5’ correspondié al exén 2 del gen de la prolactina (5-
GCAGTT-GTTGTTGTGGATGATT-3" y el del extremo 3’ corresponde al exén 5 (5-
GATGCCAGGTGACCCTTCGAGA-3’). Con estos cebadores el producto esperado de

la amplificacién es de 560 pb.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 6 se esquematiza la anatomia del ojo y la histologia de la cérnea.
Como se puede apreciar la cornea esta constituida por varias capas de un epitelio
externo, un estroma rico en colagena y una tUnica capa de células epiteliales

internas, también conocidc como endotelio corneal.

El Ojo Histologla de la cémea
Procesos
Citares Epitalic {rmerpmemTS

Fig. 6 Esquema de la anatomia del ojo y la histologia de la
cornea

1. Efecto de anticuerpos monoclonales anti PRLs sobre la neovascularizacion
de la cornea.

Estudios previos mostraron que implantes con anticuerpos policlonales anti-
PRL en el estroma de la cornea, inducen una respuesta angiogénica local 2425
Como parte de esta tesis documentamos estos hallazgos utilizando anticuerpos
monoclonales anti-PRL. Los anticuerpos monoclonales fueron dirigidos conta la
PRL 23K y reconocen tanto a esta PRL como a la PRL 16K, como lo muestra el
Western blot que revela a las PRL 23K y 16K utilizando este anticuerpo. (Fig. 7).
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Fig 7. Western blot revelado
con el anticuerpo monoclonal
anti PRL 23K («.23 kDa PRL
Mab, INN-I) Como se puede
apreciar  este anticuerpo
reconoce los estandares de
PRL 23K y PRL 16K y no a
una aproteina inespecifica
como la albiimina (BSA).

El efecto de estos anticuerpos sobre la neovascularizacion de la cornea se
evalué a través de cuantificar el area capilar asociada a los implantes. El area
capilar se determiné mediante un sistema de andlisis de iméagenes que permite
determinar la densidad Optica asociada a la tincion de los capilares. Se
consideraron como respuestas angiogénicas positivas, aquellas en las que los
valores fueron dos veces 0 mas los observados en el grupo control de anticuerpos
inmunes. De acuerdo a este criterio se evalué la incidencia de angiogénesis,
definida como el niumero de casos positivos con respecto al total de casos
analizados. Finalmente se determiné el nimero de vasos largos que invadian el
implante. En la figura 8 se muestra un caso representativo que ilustra la
respuesta angiogénica del anticuerpo monoclonal, que fue claramente mayor a la
angiogénesis inducida por anticuerpos preinmunes de ratéon. La cdérnea control
conteniendo el implante sin proteina no mostré respuesta angiogénica. Las
diferencias fueron evaluadas para un grupo grande de casos y se encontré que los
anticuerpos anti-PRL indujeron una respuesta significativamente mayor que los
anticuerpos preinmunes en los tres parametros evaluados: densidad éptica del
area capilar, incidencia de angiogénesis y nliimero de vasos sanguineos (Fig.9). Es

claro sin embargo que los anticuerpos preinmunes produjeron algo de
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angiogénesis con respecto al control, si bien este nivel solo fue significativo
cuando se evalué la incidencia de angiogénesis (Fig.9). Para descartar un proceso
inflamatorio asociado a la interaccién antigeno-anticuerpo, se bioensayaron
implantes conteniendo albiumina en combinacién con un anticuerpo monoclonal
anti-albimina. El complejo albimina-anti-albimina no produjo respuestas
angiogénicas significativas en ninguno de los parametros utilizados (resultados no

mostrados).
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Fig. 8 Inducciéon de angiogénesis en la coérnea por anticuerpos
monoclonales anti-PRL. Casos representativos de las respuestas obtenidas
al implantar el vehiculo sélo, 2 ug de IgG’s preinmunes de ratén o 2ug del
anticuerpo monoclonal anti-PRL (o PRL Mab INN-I).

Estos resultados corroboran-los hallazgos utilizando anticuerpos policlonales
anti-PRL y por lo tanto apoyan la presencia de PRLs antiangiogénicas en la
céornea. Dado que en todos los casos los anticuerpos reconocen al menos dos
isoformas de la hormona (PRL 23K y 16K), no podemos concluir cual es la
naturaleza de las PRLs involucradas. Sin embargo la PRL 16K es un posible
candidato ya que sus efectos antiangiogénicos se encuentran ampliamente

documentados.17.21.22
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Fig. 9. Parametros utilizados para evaluar la induccion de angiogénesis en las cérneas, por
implantes conteniendo sdlo el vehicule (control), 2 yg de IgGs preinmunes o con el anticuerpo
monoclonal anti-PRL INN-I (o PRL Mab INN-1). * p < 0.05 vs. Control.

2. Inmunoreactividad de PRLs en cornea, iris, retina y humor acuoso de rata.

Con el proposito de determinar si la PRL 16K esta presente en la cornea se
agruparon y homogenizaron cérneas de diez ratas y se analizaron en Western
blots utilizando los mismos anticuerpos policlonales y monoclonales anti-PRL
empleados en el bioensayo de angiogénesis en cérnea.’> La figura 10 muestra los
resultados obtenidos en un pool representativo de cérneas, iris, retina v humor
acuoso de las mismas ratas. En estos compartimentos oculares los anticuerpos
policlonales anti-PRL detectaron proteinas inmunorreactivas con pesos
moleculares aparentes de 23, 21 y 16 kDa, a excepciéon del humor acuoso donde

solamente se apreciaron proteinas de 23 y 25 kDa.
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Fig. 10. Casos representativos de los Western blots revelados
con el anticuerpo policlonal anti-PRL. Homogenados de cornea
(C}, iris {I) y retina (R} muestran proteinas inmunorreactivas
tipo PRL {#) cuyos pesos moleculares aparentes son 23, 21 y
16 kDa (A). En el humor acuoso (HA) las proteinas
inmunorreactivas (») son de 25 y 23 kDa. La especificidad de
las proteinas se demostré con la ausencia de inmunotincion al
preabsorber los anticuerpos con 1pM de PRL exégena. Una
mezcla de los estandares de PRL 23K y 16K se utilizé como
referencia.

En apoyo a la especificidad de la reacciéon la preabsorcion de los anticuerpos
con 1uM de PRL evité la detecciéon de dichas proteinas. Mas aun, el anticuerpo
monoclonal INN-1 reaccioné con las mismas proteinas de 23, 21 y 16 kDa en lds
tejidos oculares, pero no con la de 25 kDa en el humor acuoso. Otra vez la

preabsorcién con PRL exégena evitd la reaccion de este anticuerpo (Fig.11).
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Fig. 11. Casos representativos de los Western blots revelados con
el anticuerpo monoclonal anti-PRL INN-I (& PRL Mab INN-I).
Homogenados de carnea (C), iris {I) y retina (R} muestran bandas
inmunorrcactivas (p} tipo PRL cuyos pcsos molccularcs
aparentes son 23, 21 y 16 kDa. En el humor acuoso(HA) se
observd solo una banda inmunorreactiva de 23 kDa, que
tampoco se observa al preabsorberla con PRL exdgena (B). PRL
estandar se utilizé como referencia. La especificidad de las
bandas se demostrd con la preabsorcién de dichas bandas
utilizando 1pM de PRL exdgena

Con base en los pesos moleculares aparentes, las proteinas inmunoreactivas
podrian corresponder a la PRL integra (23K) y al fragmento amino-terminal de 16
kDa (PRL 16K]). La proteina de 21 kDa es similar a la PRL 21K que se describio,
secretada por el endotelio en cultivo.38.3° Esta PRL endotelial de 21 kDa se ha
propuesto que podria corresponder al producto de traduccién de un ARN
mensajero de PRL con delecién del tercer ex6n, también presente en los endotelios
38, La proteina de 25 kDa podria corresponder a una PRL glicosilada. La PRL
puede ser glicosilada en el residuo de asparagina en la posicién 31, migra con un
peso molecular de 25 kDa.63.65 Alternativamente, la proteina de 25 kDa detectada
en el humor acuoso podria corresponder a una variante no glicosilada similar a la

previamente detectada en la hipdfisis anterior y en el suero de la rata.55 Las
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modificaciones estructurales de dicha proteina podrian enmascarar el epitope

reconocido por el anticuerpo monoclonal anti-PRL utilizado.

Recientemente un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), corroboréd la presencia
de PRL ocular.5¢ Este ensayo se establecio en el laboratorio utilizando los mismos
anticuerpos policlonales anti-PRL empleados en este estudio y permitio
cuantificar PRL en la cérnea (1.2 + 0.3 ng/ug de proteina) y en el humor acuoso
(33.7 £ 3.2 ng/ml).67 Cabe sefialar que los niveles de PRL presentes en la cérnea
son aproximadamente 100 veces menores a los reportados en la hipéfisis de ratas
macho utilizando el radicinmunoenzayo.58-6° Por otra parte llama la atenciéon que
los niveles detectados en el humor acuoso son aproximadamente dos veces los

detectados en el suero de las mismas ratas.67

Es posible que la PRL ocular pudiese provenir al menos en parte de la PRL
sistémica. Se ha reportado que la administraciéon sistémica de PRL marcada
radioactivamente inyectada por via intracardial, muestra patrones de
incorporacién en tejidos oculares que incluyen la retina, la coroides y el cuerpo
ciliar, asi como también los segmentos internos de los fotorreceptores.”® Los
mismos autores seflalan que la presencia de PRL esti asociada a tejidos muy
vascularizados en las células adyacentes a los vasos y en las células endoteliales,
mas no en la luz de los capilares. Sin embargo, no es claro cual seria el
mecanismo que permitiria la internalizacién de la PPRL sistémica. En el ojo existe
una barrera hematorretiniana, cuyas caracteristicas funcionales son similares a
las de la barrera hematoencefidlica y no permiten facilmente el ingreso de
proteinas sistémicas del tamano de la PRL hacia los fluidos oculares.’® En este
sentido, para la PRL presente en el liquido cefalorraguideo se ha propuesto la
incorporaciéon activa mediada por su receptor, presente en el plexo coroideo.”!
Comparativamente, la PRL circulante podria incorporarse al humor acuoso via su
receptor presente en las células epiteliales del 6rgano ciliar. Este 6rgano es la
extension anterior de la coroides y la retina; esta formado por fibras musculares
lisas, dos capas de epitelios y una red vascular en los centros de sus
proyecciones, que se denominan procesos ciliares. Este érgano es equivalente al
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plexo coroideo v juega un papel determinante en la regulacién de la composicion
del humor acuoso.”? Nuestros estudios preliminares mediante
inmunocitoquimica con el anticuerpo anti-receptor de PRL (Us) han logrado

determinar la presencia del receptor de PRL a lo largo del érgano ciliar (Fig. 12).

Fig.12 Seccién del organo ciliar tefiida para inmunecitoquimica con
el anticuerpo monolonal anti-receptor de PRL (Us}) y segundos
anticuerpos acoplados a peroxidasa. La marca positiva se asocié al

tejido epitelial.

La posible contribucion de la PRL sistémica a la PRL ocular podria explicar la
presencia de PRL glicosilada en el humor acuoso. En la rata la PRL glicosilada
corresponde al 50% de la PRL circulante.19.63, Al respecto, la PRL glicosilada
también se detecta en otros fluidos organicos como la leche®46859 y el liquido
amniéticol® y si bien reacciona con los anticuerpos anti-PRL, su potencia
biologica parece menor. Se requiere investigar la presencia de carbohidratos en

esta proteina para poder validar su naturaleza.

Como se mencioné en la introducciéon de esta tesis, otro posible origen extra-
ocular de la PRL es la glandula lagrimal. La PRL se produce en el epitelio lagrimal
y se secreta a las lagrimas,*? y dado que las células del epitelio corneal presentan
gran cantidad de uniones cerradas (“tight junctions”) que forman una barrera
oclusora (“zénula ocludens”), la internalizacién de la PRL lagrimal al interior de la
cornea debiera ocurrir via un mecanismo activo de transporte, como el propuesto

en el organo ciliar, es decir via la endocitosis mediada por el receptor. En apoyo a
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esta alternativa, los resultados de esta tesis muestran la presencia del receptor de

PRL en el epitelio corneal in sifu.

3. Inmunoreactividad asociada al receptor de PRL en el epitelio corneal

Mediante la técnica de inmunocitoquimica, se observé que el anticuerpo
monoclonal Us dirigido contra el receptor de PRL marcé positivamente las células
epiteliales a lo largo de la cornea (Fig.13). La especificidad de la inmunotinciéon se
corrobord al usar otros tres anticuerpos monoclonales anti-receptor de PRL (Us,
T1, Te), que dieron una tincién similar (resultados no mostrados). Asimismo, no
se observé tincién positiva al preabsorber el efecto del anticuerpo con una
proteina recombinante que corresponde al dominio extracelular del receptor 73
(Fig. 13B), ni en ausencia del anticuerpo primario, (resultado nomostrado) o

cuando éste se reemplazo por anticuerpos preinmunes de ratén (Fig.13C).

Fig.13 Identificaciéon del receptor de PRL en epitelio
corneal de rata, utilizando el anticuerpo anti-receptor Us
(100pg/ml) y segundos anticuerpos acoplados a
peroxidasa (A). En el panel B se muestra la preabsorcion
de la tinciéon con una proteina recombinante que
corresponde al dominio extracelular del receptor, ¥ en C,

utilizando IgG’s preinmunes de ratén.
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Resultados similares se observaron en células del epitelio externo de la cérnea
en cultivo. Estas células se aislaron y caracterizaron de acuerdo a su capacidad
para formar monocapas (Fig. 14A) v a su reactividad con anticuerpos anti-
citoqueratina (resultados no mostrados). En concordancia con el epitelio corneal
in situ, éstas células se marcaron positivamente con el anticuerpo monoclonal
anti receptor de PRL Us {Fig. 14B). Asimismo no se observé inmunotincién al co-
incubar el anticuerpo anti- receptor de PRL con el dominio extracelular del
receptor de PRL {resultado no mostrado), ni en presencia de anticuerpos

preinmunes de raton (Fig. 14C).

Fig.14 A Monocapa de células epiteliales de la cornea en cultivo, B Inmunotincion positiva en
presencia del anticuerpo anti receptor de PRL Us. C Ausencia de tincién positiva al incubar con

IgGs no inmunes,

La presencia del receptor de PRL en células del epitelio corneal es consistente
con la posibilidad de que estas células constituyan un blanco de accién de la PRL
lagrimal y probablemente de las PRLs presentes en la cornea. Al respecto se ha
propuesto que entre sus acciones, la PRL lagrimal podria regular la fisiologia de la

cornea, la conjuntiva o el tejido linfoide asociadoe a la conjuntiva.45.48

Por otra parte, la presencia del receptor en el epitelio corneal apoya la
posibilidad de que la PRL lagrimal, unida a su receptor pudiera ser internalizada y
transportada al interior de la cérnea. Al respecto se sabe que la PRL se
internaliza en diversas células blanco tales como el epitelic mamario y las células
de los foliculos ovaricos y que este es el mecanismo por el cual la PRL sistémica se
incorpora a la leche 1213 y al liquido folicular ovarico 12.13, Estos hallazgos son en

el mejor de los casos sugerentes, y la internalizacion de la PRL lagrimal debera ser
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investigada por ejemplo, a través de analizar la incorporacién de PRL radioactiva

al epitelio corneal en estudios in vivo & in vitro.

Si bien la PRL en el ojo podria tener un origen extra-ocular (sistémico o
lagrimal), también es posible sugerir un origen local a partir de su sintesis por los
propios tejidos oculares. Se sabe que la PRL se produce en diversos tejidos extra-
hipofisiarios que incluyen células dentro del sistema nervioso central, el sistema
inmune y tejidos periféricos como el lUtero y la placenta, y en epitelios como el

mamario y el lagrimal.12,13.43

4. Expresion de PRL en cornea, iris y retina de rata

Con el propoésito de investigar la posible produccion local de PRL analizamos
la presencia de su ARN mensajero mediante retrotranscripcion y reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) a partir del RNA total aislado de cérnea, iris y

retina

La figura 15 muestra el analisis tipo Southern blot de los productos de la RT-
PCR e indica que tanto en la cérnea, como en el iris y la retina se amplifica un
producto de 480 pares de bases. El tamafio de este producto corresponde al
esperado para el ARN mensajero que codifica a la PRL de 23 kDa y por lo tanto al
tamarfio del producto amplificado a partir del DNA complementario de PRL
clonado de la hipéfisis anterior de la rata. El control negativo muestra la
ausencia de amplificacion cuando se omitié la enzima transcriptasa reversa de la

mezcla de reaccion.
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Fig.15. Analisis por RT-PCR-Southern
blot del ARN total aislado de la cornea
(C), iris (I) y retina (R) de rata. El
producto de RT-PCR corresponde en
tamafic al amplificado del ADN
complementario {cDNA) clonade de la
hipdfisis de la rata (control positivo). No
hubo sefial positiva en ausencia de
transcriptasa reversa.

La expresiéon del ARN mensajero de PRL es consistente con los hallazgos
mediante Western blot que muestran la presencia de PRLs inmunorreactivas en
todos estos tejidos, y apoya la sintesis de PRL por los mismos. Es posible que en
el iris y la retina la producciéon de PRL se asocie al endotelio vascular, dado que
ambos tejidos son altamente vascularizados. Al respecto, se sabe que la PRL se
produce y secreta por el endotelio vascular de diversas especies y lechos
vasculares. En particular, las células endoteliales de los vasos capilares de la
retina destacan en la gran cantidad de PRL producida y secretada al medio de
cultivo (10 ng/ml), que es mas de cien veces mayor con respecto a la PRL
secretada por endotelios de la microcirculacién bovina (30 pg/ml) y de la
macrocirculacion humana (1 pg/ml). Mas aun la concentracién de PRL secretada
por el endotelio de la retina de rata es tan solo diez veces menor que la secretada

por lactotropos hipofisiarios en cultivo {100 ng/ml).7475

En contraposicién al iris y a la retina, la cérnea es avascular y los tipos
celulares comprenden fundamentalmente varias capas del epitelio externo y una

sola capa del epitelio interno (Fig. 6). Investigamos la localizacién del ARN
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mensajero de PRL en la cornea a través del Southern blot-RT-PCR del ARN total

aislado de cultivos primarios del epitelio externo y del interno.

La figura 16 muestra el producto de la reacciéon de RT-PCR, que en todos lo
casos estuvo presente y correspondié al transcrito de 480 pb y que corresponde
en tamano al que codifica para la PRL 23K y que también amplificado del
homogenado total de cérnea (Fig.15). En el epitelio interno se expresa menos
mensajero para PRL que en el externo, dado que la eficiencia de la amplificacién
en ambos casos fue corregida para el gen casero B-actina. La especificidad de la
reaccidon se corroboré mediante la ausencia de marca positiva cuando se omitio la

enzima de la mezcla de reaccion. (Figl6).

Epitelio
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Fig.16 Expresion del ARN mensajero de PRL por células de los epitelios
externo {E) e interno (E) de la cérnea en cultive. El producte amplificado es
similar en tamafio al presente en el hipotalamo (H) de la rata (control
positivo). No se observa amplificacion en ausencia de RT (control negativo).

En concordancia con la expresiéon del ARN mensajero de PRL, en los cultivos
epiteliales corneales Western blots también revelaron la presencia de proteinas
inmunorreactivas, en estos casos de 23 y 12 kDa.(Fig.17) Si bien los Western
blots no son cuantitativos, la proteina del epitelio interno y del externo se ajusté a
una misma concentracion, por lo que la presencia de bandas de proteinas con

densidades equivalentes sugiere que ambos tejidos producen cantidades similares
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de PRLs. Este hallazgo no coincide con los niveles de expresion del ARN

mensajero detectado entre ambos epitelios por RT-PCR. (Fig.16)

La proteina de 23 kDa es esperada dado que es similar a la detectada en los
homogenados totales de cérnea. Sin embargo en los cultivos celulares no se
detect6 a la PRL 16K y si una PRL menor (12 kDa). (Fig.17) Dada la presencia de
PRL 16K en corneas totales, la diferencia en tamaino con la PRL pequefia podria
corresponder a un procesamiento proteolitico adicional de la PRL 16K por las
células en cultivo. Alternativamente, la PRL 16K podria no generarse en los
cultivos celulares y la proteina 12K no estar relacionada a dicho fragmento de
PRL. Al respecto, en estudios recientes observamos que el procesamiento
enzimatico de la PRL por extractos celulares aislados de tejidos blanco de la
hormona ademéas de generar a la PRL 16K, generan PRLs de 11 y 7 kDa.?®
También se ha reportado que fragmentos de PRL menores a 16 kDa {14 kDa)
tienen propiedades antiangiogénicas, se generan en el tejido nervioso y estan

presentes en la circulacién.34

Epitelio

Fig. 17. Western blot de proteinas inmunorreactivas a
anticuerpos policlonales anti-PRL en lisados celulares
del epitelio externo (E) e interno (I) de la cornea de rata
en cultivo. Las flechas (») indican proteinas
inmunorreactivas de 23 y 12 kDa.
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En conclusion, observamos que los epitelios corneales al igual que otros
epitelios del cuerpo producen y secretan PRL. Estos hallazgos han sido
confirmados por técnicas de hibridacion in situ donde la sonda complementaria al
ARN mensajero de PRL marca positivamente las células del epitelio externo de la

cornea (Montes de Occa y Clapp, resultados no publicados).

Como va se mencioné en la introduccion de esta tesis, la neovascularizacién
ocular es causa frecuente de ceguera en distintos tipos de retinopatias, que
incluyen a la retinopatia del prematuro. Dado que las PRLs podrian estar
involucradas en el proceso angiogénico ocular, investigamos la presencia de PRL

en el ojo de pacientes con retinopatia del prematuro sometidos a cirugia ocular.

5. Prolactina inmunoreactiva en fluidos oculares y en suero de pacientes con
retinopatia del prematuro

Las concentraciones de PRL de pacientes con retinopatia del prematuro
valoradas mediante ELISA de PRL en el humor acuoso (7.2 £ 1.7ng/ml, n = 37 ),
en el liguido subretiniano (34.9 £ 2.9 ng/ml, n = 8) y en el suero (61.9 £ 7.7
ng/ml, n = 56) se representan en la figura 18.
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Fig.18 Deteccion mediante ELISA de PRL en el
humor acuoso (HA), liquido subretiniano (LS) y
suerc de pacientes con retinopatia del prematuro.
En paréntesis se indica el numero de casos
analizados.

Mientras que en el humor acuoso solo se detectdé PRL en 19 de 37 pacientes
(51%), en el liquido subretiniano y en el suero se determiné PRL en todos los
pacienfes (Fig.19). La presencia de PRL en los fluidos oculares es consistente con
la deteccién de la hormona en el humor acuoso de la rata y lo que indica que su

presencia es comun en las diferentes especies.
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Fig.19 Incidencia de PRL medida en los fluidos
oculares (HA y LS) y el suero de los pacientes con
Retinopatia del Prematuro. Los numeros sobre las
barras indican los casos en los que se detecté PRL con
respecto al total de casos analizados.

Los niveles de PRL en los fluidos oculares y en el suero no mostraron
diferencias con respecto a la edad de los pacientes, que oscilé entre 0.5 a 3 anos,
y tuvo una edad promedio de 1.2 * 0.1 aftos. Interesantemente, se observaron
diferencias en relaciéon al sexo de los pacientes. La concentracion de PRL fue
significativamente mayor (p < 0.05 en el humor acuoso y en el liquido

subretiniano de los varones en relacién a la de las nirias (Tabla 1)



PRL (ng/ml)

PACIENTES SUEROQO HUMOR ACUQSO LIQUIDO
SUBRETINIANO

1 0 57.7 + 14.8 31+1.1 24.8+29
{n = 20) (n=11) (n=195)

1 o 65.5+£9.6 10.1+2.7* 40.2 £ 4.6*
(n =32) (n =22) (n = 25)

0 o 7.6+0.75
(n=22)

) o 10.2 £ 1.65
(n=19)

i Valores obtenidos para pacientes con retinopatia del prematuro. ? Valores reportados para nifios normales
en edades de 1-3 af0s.77 * p < 0.05 vs. valores respectivos en las nifias

Sin embargo, la concentracién de PRL circulante no mostré diferencias
significativas con respecto al sexo {Tabla '1). Esta discrepancia entre las PRLs
oculares y la PRL circulante podria implicar el que las primeras son
independientes de las segundas, es decir que las PRLs en los fluidos oculares no

provienen o al menos no en su mayor parte de la PRL sistémica.

Por otra parte, cabe también sefialar que la PRL medida en la circulacion de
los pacientes con retinopatia del prematuro es claramente mayor a la reportada
en la literatura para niftos normales de edad equivalente (Tablal). Estos niveles
altos de PRL en la circulacion de los pacientes podrian influir sobre la posible
contribucion de la PRL sistémica a la PRL ocular. Como ya se discutié hay
evidencias en la rata, de que la PRL radioactiva inyectada a la circulacion
sistémica ingresa a los tejidos oculares.’¢ Asimismo datos preliminares ya
mencionados sugieren la presencia del receptor en el érgano ciliar (Fig.7) y por lo
tanto que en dicho 6rgano podria ocurrir la internalizacién via el receptor, de la

PRL sistémica.
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6. Falta de Correlacion entre las PRLs oculares y el suero de pacientes con
retinopatia del prematuro

Con el proposito de explorar el posible origen sistémico de la PRL ocular se
analizo si existia alguna correlacion entre los niveles de PRL circulante y la del
humor acuoso o la del liquido subretiniano de los mismos pacientes. La figura 20
{A, B) muestra que en ningun caso se observd una correlacion entre los
respectivos valores. Esta aparente divergencia entre las concentraciones de la
PRL sistémica y la ocular sugiere el que en estos pacientes la PRL ocular no
proviene de la PRL circulante. Sin embargo si se observé una correlacion direcfa,
aunque no significativa, entre los niveles de PRL detectados en el humor acuoso y
los del liquido subretiniano de los mimos pacientes. Esta aparente asociacion
entre las concentraciones de PRL en los fluidos oculares es consistente con la
comunicaciéon entre los compartimentos del ojo. Asimismo la posible
independencia entre la PRL ocular y la sistémica coincide con la observacion
previa de que los niveles de PRL ocular, mas no de la PRL sistémica se asocian

con el sexo (Tabla 1}.
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Fig. 20 Grafica de la falta de correlacidn entre los valores
de humor acuoso (HA), liquido subretiniano (LS) y suero
(S) de los mismos pacientes con retinopatia del prematuro.

7. Presencia de PRL bioactiva en fluidos oculares y suero de pacientes con
retinopatia del prematuro

Consistentemente el ELISA, se detecté PRL bioactiva en los fluidos oculares y
en el suero de los pacientes con retinopatia del prematuro. El bioensayo utilizado
se basa en la proliferacion de las células Nb2 derivadas de un linfoma murino, las
cuales responden de manera especifica a PRL.22 En apoyo a que el efecto
biologico fue especifico, todas las muestras fueron bioensayadas en presencia o
ausencia del anticuerpo anti-PRL, y en todos los casos los anticuerpos
bloquearon el efecto (resultados no mostrados). La concentracién de PRL
bioactiva fue menor a la medida por el ELISA, si bien esta diferencia solamente
fue estédisticamente significativa (p < 0.05) en el suero (Fig. 21). Este resultado
es consistente con la probable presencia en fluidos oculares y en la circulacion, de

isoformas de PRL que son inmunoreactivas pero que tienen una menor actividad
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biolégica.’87? Formas moleculares de PRL con reducida actividad biolégica han
sido reportadas previamente en la circulacién y en fluidos como la leche.82-8¢ Una
de estas isoformas es la PRL 16K, que tiene el 10% de la bioactividadlde PRL en el
bioensayo Nb2.23 Al respecto los resultados de esta tesis muestran evidencias de
que la PRL 16K esta presente en diversos tejidos oculares de la rata (Figs. 10 y
11).
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Fig. 21 Comparacion de la concentracién de PRL evaluada
por ELISA (E) o por el bicensayo (B) en el humor acuoso
(HA), el liguido subretiniano ({LS) y el suero (S) de los
mismos pacientes. En los paréntesis se indica el namero
de casos analizados.

Alternativamente a un origen sistémico como Unica fuente de PRL ocular,
investigamos si la PRL podria sintetizarse intraocularmente en tejidos los

pacientes con Retinopatia del Prematuro.

8. Expresion de PRL en las membranas fibrosas del vitreo de pacientes con
RP

El analisis por Southern blot de los productos de amplificacién por RT-PCR a
partir de ARN total aislado de las membranas fibrovasculares del vitreo, mostro la
presencia de un transcrito que corresponde en tamatio al amplificado a partir del
ADN complementario clonado de la hipofisis humana y que es el esperado para el

ARN mensajero que codifica para la PRL completa (23K). (Fig. 23) Adicionalmente
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se observé un transcrito 100 pb menor. Este transcrito menor es similar en
tamafio al expresado en células endoteliales humanas y bovinas que codifica para
una PRL con deleciéon en el tercer exén. La delecion del tercer exén implica una
eliminacion de 30 aminoacidos y por lo tanto la traduccién hacia una proteina de
alrededor de 21 kDa de masa molecular. La deteccion de estos ARN mensajeros
apoya la expresion intraocular de PRL en los pacientes con retinopatia del
prematuro. Estudios recientes utilizando hibridaciéon in situ corroboraron la
expresién del ARN mensajero de PRL en las membranas fibrovasculares de estos
pacientes y mostraron su localizacidén tanto en el endotelio vascular como en
leucocitos infiltrados (Montes de Occa y Clapp, resultados no mostrados). De tal
manera, tanto en el humano, como en la rata, el endotelio de la microcirculacion

constituye una fuente de produccion de PRL ocular.

cDNA MFV

-
-~

RT = = <+

Fig.23 Analisis por RT-PRC-Southern
blot de los productos ampliticados del
ARN total aislade de las membranas
fibrovasculares (MFV} de pacientes
con retinopatia del prematuro. Los
preductos amplificados A la derecha
se observa la amplificacion del ADN
complementario que codifica para la
PRL humana.

9, PRL 16K en membranas fibrovasculares de pacientes con Retinopatia
del Prematuro

Con el propésito de determinar las isoformas de PRL ocular, analizamos

mediante Western blots homogenados de las membranas fibrovasculares. La
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figura 24 muestra un caso representativo de cuatro membranas independientes
donde la inmunorreactividad tipo PRL se asocia exclusivamente con una proteina
de 16 kDa. El hallazgo de esta proteina es consistente con la posible presencia
intraocular de PRL 16K. La ausencia aparente de otras PRLs (23K y 20K)
esperadas de acuerdo a los ARN mensajeros detectados podria deberse a una baja
sensibilidad en la deteccion del ensayo, que sin embargo implicaria la presencia
de bajas concentraciones de las mimas. Esta baja concentraciéon en el tejido
podria ser resultado de la secrecion de ambas PRLs a la fase liquida del vitreo o

de su protedlisis hacia la PRL 16K.

MFV PRL

—23

kDa

Fig.24 Western blot utilizande un anticuerpo
policlonal anti-PRL humana, que muestra un
caso representativo de membranas de
pacientes con Retinopatia del Prematuro. La
flecha indica una proteina inmunorreactiva de
16 kDa,

En apoyo a la posible protedlisis local de la PRL nuestros estudios
preliminares muestran que extractos del vitreo son capaces de cortar a la PRL de
rata y generar la PRL 16K (Macotela Y, Clapp C., resultados no publicados).
Asimismo, se ha reportado que la catepsina D, enzima implicada en la generacién
de PRL 16K a partir de PRL esta presente en el humor vitreo de bovino? de rata 8¢
y de humano.?1 En apoyo a la posible secrecién de PRL 23K al humor vitreo, el

ELISA y el bicensayo midieron PRL en el liquido subretiniano de pacientes con
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retinopatia del prematuroc. Ambos ensayos estan dirigidos contra la PRL 23K y
detectan pobremente a la PRL 16K. Se ha reportado que la PRL 16K tiene un 2%
de la inmunorreatividad por los anticuerpos anti PRL 23K en el
radioinmunoensayo 22 y 10% de la bioactividad de PRL sobre las células Nb2 23 .
La naturaleza de las PRLs debera ser analizada purificando a las isoformas de

PRL de los fluidos oculares y determinando su secuencia primaria.

Hasta el momento se desconoce si la PRL se asocia con la fisiopatologia de la
Retinopatia del Prematuro. El analisis preliminar de muestras de humor acuoso y
de suero de pacientes sometidos a cirugia ocular por padecimientos no
neovasculares como cataratas y glaucoma, sugiere que la concentracion de PRL es
mayor en los nifios con retinopatia del prematuro. Sin embargo el niimero de

casos controles debe ser ampliado para obtener conclusiones confiables.
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CONCLUSIONES

En conclusion los resultados de esta tesis son consistentes con:
1. La presencia en la cornea de PRLs con efectos anti-angiogénicos.

Anticuerpos monoclonales inducen la neovascularizacion de la cérnea y ésta
contiene PRLs inmunorreactivas de diversos pesos moleculares, que

aparentemente incluyen a la PRL antiangiogénica de 16 kDa.
2. La posible internalizacién a la cornea de PRL lagrimal.

Esta posibilidad es aun especulativa y solo se sugiere con base en la
presencia del receptor de PRL en el epitelio externo de la cornea in situy en
células aisladas del epitelio corneal en cultivo. La presencia del receptor es
una condicién para el transporte por endocitosis de la PRL lagrimal al

interior de la cérnea.

3. La presencia de PRL en otros tejidos y fluidos oculares
PRLs inmunorreactivas de diversos pesos moleculares se detectaron en
homogenados de iris y retina y en el humor acuoso de la rata. También se
determiné PRL en el humor acuoso, en el liquido subrretiniano y en las
membranas fibrovasculares de pacientes con retinopatia del prematuro.

4. La PRL ocular no proviene exclusivamente de la PRL sistémica.
El receptor de PRL esta presente en el cuerpo ciliar, 6rgano responsable del
transporte selectivo de algunos componentes del humor acuoso a partir del

plasma. Sin embargo en los pacientes con retinopatia del prematuro, no se
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encontroé correlacion alguna entre la concentracion de PRL en los fluidos

oculares y la presente en la circulaciéon.

S. La PRL se produce intraocularmernte.

El ARN mensajero de PRL esta presente en la cornea (epitelio externo e
interno), iris y retina de la rata. También se detecté en las membranas

fibrovasculares de pacientes con retinopatia del prematuro.

En resumen, los hallazgos de este trabajo proponen al ojo como un nuevo
organo productor y blanco de los miembros de la familia hormonal de la PRL,
particularmente de aquellas con efectos inhibidores de la angiogénesis.
Consecuentemente, los resultados apoyan la hipotesis de que las PRLs participan
en la regulacion de la angiogénesis ocular y podrian estar implicadas en la

patofisiologia de trastornos neovasculares, como en la retinopatia del prematuro.
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Inhibition of Rat Corneal Angiogenesis by 16-kDa
Prolactin and by Endogenous Prolactin-like Molecules

Zulma Duefias,'?® Luz Torner,' Ana M. Corbacho,' Alejandra Ochoa,’

Gabriel Gutiérrez-Ospina,' Fernando Lopez-Barrera,' Fernando A. Barrios,!
Peter Berger,® Gonzalo Martinez de la Escalera,' and Carmen Clapp'

PurposE. The cornea is an avascular organ, where induction of new blood vessels involves the
turn-on of preangiogenic factors and/or the turn-off of antiangiogenic regulators. Prolactin (PRL)
fragments of 14 kDa and 16 kDa bind 1o endothelial cell receptors and inhibit angiogenesis. This
study was designed to determine whether antiangiogenic PRL-like molecules are involved in cornea

avascularity.

MeTHoDs. Sixteen-kDa PRL and basic fibroblast growth factor (bFGF) or anti-PRL antibodies were
placed into rat cornea micropockets and neovascularization evaluated by the optical density
associated with capillaries stained by the peroxidase reaction and by the number of vessels growing
into the implants. Prolactin receptors in corneal epithelium were investigated by immunocyto-
chemistry. .

ResuLts. bFGF induced a dose-dependent stimulation of corneal neovascularization, This effect was
inhibited by coadministration of 16-kDa PRL, as indicated by a 65% reduction in vessel density and
a 50% decrement in the incidence of angiogenic responses. Comeal angiogenic reactions of
different intensities were induced by implantation of polyclonal and monocional anti-PRL antibod-
jes. Corneal epithelial cells were labeled by several anti-PRL receptor monoclonal antibodies.

Coxcrusions. These findings show that exogenous 16-kDa PRL inhibits bFGF-induced corneal
neovascularization and suggest that PRIL-like molecules with antiangiogenic actions function in the
cornea. PRL receptors in the cormneal epithelium may imply that PRL in the cornea derives from
lacrimal PRL internalized through an intracellular pathway. These observations are consistent with
the notion that members of the PRL family are potential regulators of corneal angiogenesis. (fnvest

Ophthahnol Vis Sci. 1999;40:2498 -2505)

ngiogenesis, the formation of new blood vessels is a
Akcy element for growth and development, reproduc-

tion, wound healing, and tissue repair. Angiogenesis is
also a primary event in several pathologic processes, including
tumor development, chronic inflimmatory diseases, and vari-
ous retinopathies.’-?

Several stimulators and inhibitors of angiogenesis have
been identified that modulate the ability of endothelial cells to
digest the basement membrane and proliferate, migrate, and/or
associate into a new capillary network.>* The balance berween
naturally occurring inducers and inhibiters of angiogenesis
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determines the active neovascularization observed during em-
bryogenesis as well as the vascular quiescence maintained by
most tissues in adult life.*> The cornea and the cartilage are
normally avascular. Their resistance to vascular invasion ap-
pears to involve a predominance of inhibitors over stimulators
of angiogenesis.? - ¢

Among a long list of active peptides, members of the
prolactin (PRL) hormonal family have been proposed as poten-
tial regulators of angiogenesis.” Fragments of PRL of 14 kDa
and 16 kDa bind to endothelial cell receptors and inhibit
endothelial cell proliferaticn, migration, and tube forma-
tion.”™"? Similarly, the 16kDa amino terminal fragment of PRL
inhibits the in vivo development of the microvasculature of the
chick choricallantoic membrane (CAM).' In addition prolif-
erin and proliferin-related protein (PRP), considered members
of the PRL family on the basis of primary sequence homology,
compete with 16-kDa PRL for endothelial cell binding® and
have opposite effects on angiogenesis.'* Proliferin stimulates
and PRP inhibits endothelial cell migration and comeal neovas-
cularization, respectively.’®

The comea is a powerful model for investigating the in
vivo regulation of blood vessel growth.'* In the present study,
we used rat corneas to analyze the potential contribution of
PRLs to the regulation of angiogenesis. Our findings extend
those previously reported of in vivo antiangiogenic action of
16kDa PRL' zand provide evidence 1o suggest that PRL-like

Investigative Ophthalmology & Visual Science, October 1999, Vol. 40, No. 11
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molecules with inhibitory actions on blood vessel growth, may
be involved in the maintenance of comeal avascularity. A
preliminary report of these findings has been presented.’® In
all facets of the study, animals were managed in accordance
with the ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Rat 23-kDa PRL (BIO grade) was donated by the National
Hormone and Pituitary Program (NHPP, Torrance, CA). Six-
teen-kDa PRL was generated after the enzymatic proteolysis of
rat 23-kDa PRL with a particulate fraction from rat mammary
gland extracts, gel filtration, and carbamidomethylation, as
reported.'® Human basic fibroblast growth factor (bFGF) was a
kind gift from Judith A. Abraham (Scios, Mountain View, CA).
Antisera were raised in rabbits by immunization with NHPP rat
23-kDa PRL or with rat 16-kDa PRL standards. Rat PRL mono-
clonai antibody (INN-rPRL-1) in raw ascites fluid, generated and
characterized as described, was used.'” Four monoclonal anti-
badies (U5, UG, T1, and TG6) directed against the extracellular
domain of the PRL receptor were kindly provided by Paul A.
Kelly (Institut National de 1a Santé et de la Recherche Médicale
U-344, Paris, France). Two of these monoclonal antibodies (U5
and U6) are directed 1o epitopes outside the binding domain,
whereas the other two (T1 and T6) interact at or near the
ligand-binding domain.'® Purified nonimmune mouse IgGs
were from ICN Biomedicals (Aurora, IL).

Purification of IgG

Antibodies from rabbit antisera, nonimmune serz, or ascites
fluid were puriticd on a protein A Sepharose column (Sigma, St.
Louis, MO), as described.'® Briefly, samples were added 10
columns equilibrated with phosphate-buffered saline (PBS; pH
8). Columns were washed extensively with PBS (pH 8) and IgG
eluted with 0.1 M sodium acetate (pH 3) into wbes with 1 M
Tris hydrochloride (pH 8) to neutralize the acid. The concen-
tration of antibodies was determined by the Bradford method
_(Bio-Rad, Richmond, CA).

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Polyclonal antibodies directed against 23-kDa PRL or 16-kDa
PRL and the INN-rPRL-1 anti-23-kDa PRL monocional antibody
were characterized by enzymeinked immunosorbent assay
(ELISA)}, performed as described.?? For these assays, wells were
coated with 10 ng of either 23-kDa PRL or 16-kDa PRL. Primary
polyclonal (1:2000) or monoclonal (1:100) antibodies, with or
without serial dilutions of 23-kDa or 16-kDa PRLs were added
to the coated wells. Horseradish peroxidase- conjugated anti-
rabbit IgG or anti-mouse IgG (Vector Laboratories, Burlingame,
CA) was used at 1:2000 or 1:1060 dilution, respectively. Bound
horseradish peroxidase- conjugated antibodies were revealed
by reaction with 2 mg of ortho-phenylenedizmine (dihydro-
chloride) in 0.1 M citrate buffer (pH 5.0) with 0.1% hydrogen
peroxide. Reaction was stopped with 4 N sulfuric acid and
optical density (OD) determined at 490 nm.

Western Blot Analysis

Twenty-three-kDa and 16kDa PRLs were subjected to sodium
dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
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in 15% acrylamide separating and 4% stacking laboratory gels,
under reducing conditions using the buffer system of Lae.
mmli.?' Proteins were blotted into nitrocelulose membrancs
and probed with polyclonal (1 pg/ml} or monoclonal (2 up/
ml) antibodies, Antigen-antibody reaction was developed with
the use of an alkaline phosphatase secondary antibedy kit
(Bio-Rad, Hercules, CA).

Rat Corneal Bioassay

The bioassay was performed with male Wistar rats (200 -250
g), as previously described.?* Briefly, rats were anesthetized
with sodium pentobarbital. A corneal pocket was made by
inserting a 27-gauge needle, with the pocket’s base I mm from
the limbus. Irnplants conmaining the test substances were made
using poly-2-hvdroxylethvimethacrylate (Hydron; Interferon
Sciences, New Brunswick, NJI), stained with india ink, and
combined (1:1) with the sample substance. The Hydron sub-
stance solution was pipetted onto a sterile Teflon surface and
air dried to produce a 2-mm-diameter disc. Approximarely one
eighth of the disc was implanted in each comeal pocket.
Animals were killed 6 days afier implantation and corneas
dissected, flattened by cuts leaving three to four regions of at
least 4 mm?® each, 2nd fixed for 2 hours with 4% paraformal-
dehyde-1.53% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH
7.4). Corneal capillary nerwork was delineated by staining the
enclosed red blood cells by a peroxidase reaction, as de-
scribed.'® Accordingly, visualization of vessels followed cor-
neal incubartion in 0.05% 3.3'-diaminobenzidine in the pres
ence of 0.01% H,0, in 0.1 M phosphate buffer. Subsequently,
corneas were dehydrated, mounted (Enteilan; Merck, Darm-
stadt, Germany), coverslipped. and analyzed in a light-field
microscope (model 104; Nikon, Garden City, NY). Imuages
were digitized with a video camera (model CCD72; Dage-M11,
Michigan City, IN) and subjected to analysis (NIH Image ver.
1.62, National Institutes of Health, Bethesda, MD). A mask of a
region of interest, with a semitriangular shape and approxi-
mately 4.0 mm?, was generated and centered at the implant on
cach corneal digitized image. This was the smaller common
area to be contained within the segments delimited by tlhie cuts
performed to flatiened the comeas. Corneal angiogenesis was

—quantitated by-recording the OD associated with-pixel gray
values of stained capillaries within the region of interest mask.
Image background was subtracted 10 ensure OD uniformity on
the image. Only angiogenic reactions reaching an OD value
equal to or higher than the double of the average controt level
were considered to be substantial enough for the evaluation of
the incidence of neovascularization. In addition, the number of
long vessels reaching the implant from perilimbal vessels was
quantitated on the printed digitized corneal images by double-
blind, independent observers.

Immunocytochemistry

Male Wistar rats (200-250 g) were killed by decapitation. Eyes
were enucleated and fixed for 2 hours with 4% paraformalde-
hyde-1.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4),
transferred to 20% (wt/vol} sucrose until saturation, and then
cut at 15 mm thickness in a cryostat (—16°C). Sections were
incubated for 30 minutes in methanol containing 30% H,0,
and T houf in 10% bovine serum albumin (BSA), 3% normal calf
serum, and 0.3% Triton X-100 in PBS. Subsequcatly, sections
were incubated overnight in a bumid atmosphere at 4°C with



2500 Puefias et al.

bFGF (ug)

0.25 0.5 1.7

FiGure 1. DFGFinduced comeal angiogenesis. Representative cor-
neas treated for 6 days with Hydron (Interferon Sciences) implants
containing increasing doses of bFGF. Comeal capillaries were revealed
by staining the enclosed red blood cells by peroxidase reaction. The
region of interest used for evaluating angiogenic responses is delin-
cated in the comea containing no bFGF. Numbers below corneas
indicate micrograms of bFGF contained in the respective implant.

each anti-PRL receptor monoclonal antibody (100 pg/ml) in
0.3% Triton X-100 PBS. The sections were rinsed and incubated
with secondary biotinylated anti-mouse IgG followed by avidin-
biotin-peroxidase (ABC kit, Vector Laboratories). Bound anti-
PRL receptor antibodies were revealed with 0.05% 3,3'diami-
nobenzidine and 0.15% H, 0, for 2 to 3 minutes. Sections were
dehydrated, mounted (Entellan; Merck), coverslipped, and an-
alyzed in a light-field microscope (model BXG0; Olympus, Lake
Success, NY).

Statistical Analysis

Data reported as ODs and number of vessels (mean & SEM)
were analyzed by two-way analysis of variance (replicate X
[reatment) to partition cut variation due 1o experimental rep-
icates. Mean values for each treatment were compared using
Duncan’s new multiple-range test. Differences were consid-
rred significant at P < 0.05. Data reported as incidence of
ingiogenesis were analyzed for statistical significance by the
1onparametric Mann-Whitney rank sum test.

RESULTS

mhibition by 16-kDa PRL of Corneal
Angiogenesis Induced by bFGF

)FGF stimulated corneal angiogenesis in 4 dose-dependent
nanner (Figs. 1 and 2). Increasing amounts of bFGF (from 60
g to 1.7 ug) were associated with increasing ODs in an area
urrounding the implants, that were significantly higher than
hose observed with vehicle (Hydron alone) or BSA-containing
mplants (Fig. 2ZA). Values in these two control groups were
imilar to those recorded in equivalent corneal areas distant
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from the implants (data not shown). Dose-related increases in
the proportion of comeas with substantial angiogenic re-
sponses (OD mwore than two times the values of untreated
comneas) were also observed (Fig. 2B). The implantation of 60
and 120 ng bFGF clicited substantial angiogenesis in 1 of 7 and
in 14 of 18 corneas, respectively, and higher doses resulted in
substantial angiogenesis in all the treated corneas (Fig. 2B).
Implants containing BSA did not induce substantial angiogen-
esis in any of the 17 treated corneas,

To investigate the purative antiangiogenic effect of 16-kDa
and 23-kDa PRI, comeal angiogenesis was stimulated with 0.25
©g bFGF (the lowest dose observed to induce substantial an-
giogenesis in 100% of comeas) in the absence or presence of 2
ug of the two PRL standards (Fig. 3). Inclusion of 16kDa PRL
in the implants reduced the magnitude of the angiogenic re-
sponses induced by bFGF by more than 65% (Figs. 3A, 3B).
Likewise, the incidence of corneas with substantial angiogenic
responses was reduced by half by treatment with 16kDa PRL.
Conversely, cotreatment with bFGF and 23-kDa PRL resulted in
an incidence and magnitude (OD) of angiogenesis similar to
.those induced by bFGF alone (Fig. 3B).
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FicUre 2. bFGFinduced comeal angiogenesis. (A) Angiogenic re-
sponses induced by increasing doses of bFGF, quantitated by the OD of
2 4mm? area surrounding the implant. Values represent the mean =
SEM of the number of corncas shown in parentheses. (B) Incidence of
angiogenesis, defined as the proportion of cormeas with substantial
angiogencsis (ODs more than two times those of untreated corneas).
Numbers above bars represent the number of comeas with substantial
angiogencsis over the number of treated corneas. *P < 0.05 versus
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FiGuRe 3. Inhibition by 16-kDa PRL of bFGF.induced corneal angio-
genesis. (A) Representative comeas implanted with bFGF (0.25 ug)
alone or together with 16kDa PRL (2 ug). (B) Angiogenic responses to
bFGF (0.25 pg) in the absence or presence of 2 mg 16kDa PRL or
23-kDa PRL, quantitated by the OD associated with stained capillaries.
(C) Incidence of angiogenesis (as defined in Iegend to Fig. 2) after
treatment of corneas. (B) Other conditions are as described in Figures
1 and 2. *P < 0.05 versus vchicle-implanted control; ** P < 0.05 versus
group treated with bFGF alone.

Characterization of Anti-PRL Antibodies

Anti-23-kDa PRL polyclonal and monoclonal antibodies were
characterized by ELISA and western blot analysis(Fig. 4). Comr
petition curves using different concentrations of 16kDa or
23-kDa PRL standards showed that although both PRL stan-
dards reacted with the monoclonal antibody at similar poten-
cics, 16kDa PRL had a higher immunoreactivity than 23-kDa

Inhibition of Corneal Angiogenesis by Prolactin 2501

PRL for both anti-23-kDa and anti-16-kDa polyclonal antibodies
(Fig. 4A).

Westermn blot analysis probed with all the PRL antibodies
detected 23-kDa PRL and 16-kDa PRL standards with similar
intensities (Fig. 4B). No reaction was observed with either PRL
standard when western blot analyses were probed with pre-
immune rabbit or mouse antibodies (data not shown). None of
the antibodies reacted with the BSA nonspecific controt.

Induction of Rat Corncal Angiogenesis by Anti-
PRL Antibodies

3
Implants containing anti-16kDa PRL or anti-23-kDa PRL poly-
clonal antibodies induced comeal angiogenesis (Fig. 5). Al-
though anti-16-kDa PRL antibodies induced substantial angio-
genic responses in 20% of the corneas treated, anti-23-kDa PRL
antibodies did the same in 40% (Fig. 5). On average, these
responses were equivalent in magnitude to those induced by
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FIGURE 4. Characterization of anti-PRL antibodies. (A) ELISA compe-
tition curves using serial concentrations of 16-kDa (A) or 23-kDa (@)
PRL standards and anti-23-kDa PRL polyclonal antibodies («23-kDa
PRL), monoclonal antibodies (@23-kDa PRL Mab), oran ami-‘l6-kDa PRL
polyclonal antibody (a16-kDa PRL). (B) Twenty-three-kDa and 16-kDa
rat PRL standards, revealed by western blot analysis probed with the
respective ant-PRL polyclonal and monoclonal antibodies. None of the
antibodics reacied with the BSA-treated negative control.
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doses of bFGF between 60 and 120 ng (Fig. 2). Although OD
determinations adequately monitor the moderate and strong
neovascularization responses induced by bFGF, they could
underestimate mild vessel growth, such as that occurring in
response to PRL antibodies. Thus the number of leading vessels
reaching the implant was used as an additional score for proan-
giogenic actions of anti-PRL antibodies. Both anti-16-kDa PRL
and anti-23-kDa PRL antibodies increased the number of these
vessels over preimmune antibody values. To control for non-
specific reactions to antigen-antibody interactions, 36 corneas
were treated with 2 ug BSA, anti-BSA antibodies, or their
combination, with no positive responses detected (data not
shown).

Similar results were cbtained with the use of the mono-
clonal anti-23-kDa PRL antibody (Fig. 6). A 47% incidence of
necovascularization, accompanied by a larger number of ves-
sels, was observed in corneas implanted with anti-PRL mono-
clonal antibody (Fig. 6). One third to one fifth of these re-
sponses, however, appeared o be nonspecific, because they
were elicited by nenimmune mouse antibodies.

PRL Receptor Immunoreactivity in Corneal
Epithelium

The presence of PRL receptors in comneal epithelium was
investigated in an attempt to elucidate a possible extraocular
origin for PRL in the cornea. Here, PRL receptors could func-
tion as an avenue for the incorporation into the cornea of PRL
known to be present in tears.?® The U5 ant-PRL receptor
monoclonal antibody detected PRL-receptorlike immunoreac-
tivity in epithelial cells throughout the comea (Fig. 7). Speci-
ficity of immunostaining was validated by a similar positive

FIGURE 5. Induction of comeal an-
giogenesis by anti-PRL polyclonal an-
25 tibodies. (A) Representative corneas
implanted with nonimmune antibod-
ies from normal rabbit serum (fIgGs;
3 ug), anti-16-kDa PRL (al6-kDa PRL.
2 ug), or anti-23-kDa PRL (a23-kDa
PRL; 2 ug) polyclonal antibodies. (B}
21 Cornezl angicgenesis in response 10
the respective antibodies was cvahe
ated by quantitation of the OD asso-
ciated with stained capillaries (fef,
the incidence of angiogenesis (mid-
die), and the number of long vessels
reaching the implants (right). Other
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bodies.

reaction observed with the other three anti-PRL-receptor
monoclonal antibodies used (U6, T1, and T6; data not shown)
and by the lack of a reaction in the absence of primary anti-
bodies or after their replacement with nonimmune mouse IgGs

(Fig. 7).

DISCUSSION

Neovascularizations are the most frequent causes of blindness
worldwide. Intraocular neovascularization occurs in, among
other disorders, diabetic retinopathy, ischemic retinal vein
occlusion, retinopathy of prematurity, corneal transplantation,
and ocular trachoma. Angiogenesis in the eye may be the result

-of an imbalance between stimulatory and inhibitory factors

that presumably occurs from the elevated expression of local
angiogenic factors induced by ischemia.?*?* Various angio-
genic factors have been proposed to mediate vasoproliferative
eye diseases, including bFGF, insulin-like growth factor-1, and,
most important, vascular endothelial growth factor.?*-2? How-
ever, the imbalance responsible for the pathologic angiogene-
sis may also result from downregulation of inhibitors of blood
vessel growth,®-$

Several angiogenesis inhibitors have been described, some
of which correspond to fragments of larger proteins.” The
latter include angiostatin, a 36-kDa internal fragment of plas-
minogen®®; endostatin, the 20-kDa Cterminal fragmeént of col-
lagen XVII®%; an internal fragment of platelet factor 43%; frag-
ments of laminin®!; peptides derived from thrombospondin®?;
and the 14kDa and 16kDa Nterminal fragments of PRL.'®!?

PRL fragments of 14 kDa and 16 kDa inhibit endothelial
cell proliferation.®~'® Similarly, 16kDda PRL inhibits the activa-
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Figure 6. Induction of corneal an-
giogenesis by an anti-PRL monaclo-
nal antibody. (A) Representative cor-
neas  implanted  with  vehicle
(control) or with 2 pg of either non-
immune mouse antibodies (mlgG) or
anti-23-kDa PRL monoclonal and-
body (a23-kDa PRL Mab). (B) Comneal
angiogenesis in response to the re-
spective antibodies was evaluated by . (18)
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and the number of vessels reaching
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tion of urokinase,'! a protease involved in endothelial cell
migration, and tube formation by endothelial cells in vitro.'®
Moreover, 16kDa PRL inhibits the in vivo foration of blood
vessels in the chick embrvo CAM.'® PRL fragments with anti-
angiogenic effects appear 10 be produced by the enzymatic

proteolysis of 23-kDa PRL in both the anterior and posterior

fobes of the pituitary gland and are found in the circula-
tion.'*33* Moreover, endothelial cells from different blood
vessels and species have been shown to express the PRL
gene, > -3 and endothelia-derived PRL molecules have been
found to affect endothelial cell proliferation.** The placenta
produces proliferin and PRP, two PRL-like proteins that stim-
ulate and inhibit angiogenesis, respectively.’? Both proteins
have been implicated in the regulation of placental neovascu-
larization."® Accordingly, various lines of evidence provide
support 1o the hypothesis that members of the PRL family
function as potential regulators of angiogenesis.

In the present study we used the rat cornea 1o investigate
this hypothesis. The comnea provides a well characterized bio-
assay for angiogenesis, in which the elicitation of an angiogenic
reaction is a convincing demonstration of true neovasculariza-
tion, because this organ is normally avascular.’ With this assay
we have evaluated the in vivo antiangiogenic action of 16kDa
PRL on the well-known angiogenic effect of bFGF. In addition,
‘we have treated corneas with antj-PRL antibodies in an attempt
10 uninask possiblc PRLike proteins involved in tissue avascu-
larity. Antibody administration 10 corneas has been a valuable
tool for the detection of molecules active in angiogenesis.”

(19
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Comeal angiogenesis was qﬁamilatcd through measure-
ment of densitometric (OD) values associated with stained
capillaries, which also allowed a qualitative determination of
the incidence of angiogenesis. These parameters provided re-
liable dose-response guantitations of bFGF-induced angiogen-
¢sis. Active doses of bFGF were similar-to effective ones.pre-
viously described in this assay.’’ Addition of 16kDa PRL
reduced bFGF-induced angiogenesis by 65%, when judged by
the ODs of the treated area. Moreover, 16-kDa PRL reduced by
50% the incidence of bFGF-induced angiogenesis, Sixteen-kDa
PRL was active at a dose five times lower than the effective one
in the CAM assay.’® This in vivo inhibitory effect of 16-kDa PRL
is consistent with the previously described antiangiogenic ¢f-
fect of PRP,'? the placental PRLike protein that competes for
16-kDa PRL receptor in endothelial cells.? PRP was shown to
inhibit bFGF-induced vessel growth in rat comneas.'® However,
23.kDa PRL did not medify bFGF angiogenic action. This ab-
sence of effect is to be expecied because 23-kDa PRL does not
bind to 16-kDa PRL receptors in endothelial cells.” Receptors
mediating the antiangiogenic actions of PRL fragments differ
from the classic (clonied) PRL receptors, both structurally and
functionally.? Thus, 23-kDa PRL has been shown to be inactive
in angiogenesis, in endothelial cells both in vitro apd in vivo,
and in the microvasculature of the CAM. %!

The in vivo antiangiogenic action of 16kDa PRL was
originally described in the CAM."® The CAM in the early chick
embryo (days 6-9) is a rapidly growing membrane wherc
angiogenesis actively occurs in response to multiple stimula-
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FIGURE 7. Immunoperoxidase identification of the PRL-receptor in
comneal epithelial cells. Top: immunostaining with U-5 anui-PRL-recep-
tor monoclonal antibody (100 ug/ml). Bortom: control section where
nonimmune mouse IgG (100 ug/ml) was substiruted for primary anti-
bodies. Scale bar, 40 pm.

tory factors. In the present study we showed that 16GkDa PRL
inhibited the in vivo effect of a defined stimulator of angiogen-
esis, bFGF. Inhibition by 16-kDa PRL of the in vivo angiogenic
effect of bFGF matches the reported 16-kDa PRL inhibition of
bFGF-induced prolifcration of endothelial cells in culture.®'°
Actually, it is known that this PRL fragment inhibits the mito-
genic effect of bFGF and vascular endothelial growth factor by
acting distal to their receptors and proximal to the mitogen-
activated protein kinases, specificaily by inhibition of the acti-
vation of Raf-1.>*3° The fact that 16-kDa PRL inhibits the in
vivo effect of bFGF is consistent with the notion that PRL-like
proteins can counteract the net stimulatory effect of angio-
genic factors.

In an attempt to investigate whether endogenous PRLs are
involved in the control of comea avascularity, we studied the
effect of neutralizing the action of endogenous PRL with PRL-
directed antibodies on corneal neovascularization. The poly-
clonal and monoclonal PRL antibodies used reacted with both
23-kDa and 16-kDa PRL standards by ELISA and western blot.
All these antibodies resulted in corneal angiogenic responses.
The number of long capillary vessels was increased in the area
surrounding antibody-releasing implants. Accordingly, treat-
ment with anti-PRL antibodies was associated with higher ODs
in these areas, and therefore, with a substantial stimulation of
the incidence of angiogenesis. Specificity of antibody action
was supported by significant differences between nonimmune
rabbit and mouse IgG. However, mouse IgG produced a mod-
erate angiogenic reaction, perhaps because of inflimmation.
Nevertheless, the anti-PRL monoclonal antibody induced a sig-
nificant response three times higher than this control. The
possibility that inflammation related to antigen-antibody inter-
action contributed to the angiogenic effect of anti-PRL antibod-
jes is unlikely, beczuse no angiogenic responsc followed co-
treatment of corneas with BSA and anti-BSA antibodies.

JOVS, October 1999, Vol. 40, No. 11

The possibility that angiogenesis induced by PRL antibod-
ies is caused by blockage of the antiangiogenic effect of en-
dogenous PRLlike molecules, raises various intriguing issues.
This novel proposal requires that PRL-like molecules, specifi-
cally PRL fragments and/or other antiangiogenic PRL forms, be
present in the cornea. Although these PRLs must be deter-
rnined and identified, their presence in the comea is likely. We
have recently detected immunoreactive PRL in the aqueous
fluid of humans,*® and rat retinal endothelial cells have been
found to express the PRL gene.® Moreover, PRL receptors
have been identified: in the retina,*’ and PRL has been pro-
posed to play a role in the metamorphosis of visual pigments in
amphibians.*? In addition, PRL has been shown to be synthe-
sized by acinar cells of lacrimal glands.*> These cells express
the PRL mRNA and locate PRL-like immunoreactivity in secre-
tory vesicles.*> Consistent with this, PRL has been detected in
hueman tears,?® and evidence has been provided to suggest that
its presence in tears is under systemic hormonal control.*4
Actually, it has been proposed that this hormone may have a
role in the physiology of the cornea, the conjunctiva, or the
conjunctiva-associated lymphoid tissue,** In this regard, it can
be hypothesized that antiangiogenic PRLs present in the cor-
nea could originate from lacrimal PRL and thus could have an
extraocular origin. Consistent with this proposal, immunocy-
tochemistry with four well-characterized PRL receptor mono-
clonal antibodies, showed that receptors for prolactin seemed
to be located throughout the corneal epithelium. Because PRL
is known to be taken up by receptor-mediated endocytosis in
several cell types,**%9 it is possible to hypothesize that epithe-
lial cells in the cornea may bind and intemalize the PRL present
in tears, and thus provide an avenue for the incorporation of
lacrimal PRL into this organ. Therefore, these results add sup-
port to the presence of PRL in the cornea and provide an
insight into the possible extraocular origin of this hormene.

No conclusions can be drawn on the nature of the possi-
ble contribution of PRLs to comea avascularity. Sixteen-kDa
PRL may be a candidate, because it inhibits corneal neovascu-
larization, and it reacts with all the antibodies used. Alterna-
tively, other PRLlike proteins may be involved, as suggested by
the fact that the 16kDa PRLdirected antibodies were less
active in corneal blood vessel growth than antibodies mised
against the whole 23-kDa PRL molecule.

The present study provides observations consistent with
the hypothesis that members of the PRL family may function as
regulators of angiogenesis, specifically in the maintenance of
corneal avascularity. The presence of PRL receptors in ocular
tissues similar 10 those of the comea further suppons the eye
as a novel target for PRL actions. Identification of PRL in ocular
tissues and fluids and its possible ocular and/or extraocular
origin are under current investigation.
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