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RESUMEN

Las prolactinas (PRLs) pertenecen a una familia de proteinas estructuralmente
relacionadas derivadas de un solo gen. Estas proteinas existen en todos los
vertebrados estudiados y ejercen mas de 300 funciones bioldgicas distintas.
Dentro de sus acciones se ha incluido recientemente a la angiogénesis 6
formaciéon de nuevos vasos capilares sanguineos. Este proceso es determinante
en el crecimiento de los tejidos y juega un papel importante en enfermedades tales
como el cancer, la artritis reumatoide y las retinopatias vasoproliferativas. En estas
ultimas los neovasos destruyen y alteran el funcionamiento de la retina y conducen
a la perdida de la visién. Se ha propuesto que estas enfermedades neovasculares
son inducidas por isquemia ocular, y resultan de la accién de factores
angiogénicos producidos en la retina. Sin embargo, la neovascularizacién ocular,
también puede involucrar la inhibicibn de la produccién de factores
antiangiogénicos. Investigaciones recientes apoyan la posibilidad de que PRLs
endogenas participan en la inhibicion natural de la angiogénesis ocular. En la rata,
el tratamiento in vivo de cérneas con implantes conteniendo anticuerpos
policlonales y mono-clonales anti-PRL, en particular de aquellos dirigidos contra el
fragmento amino-terminal de 16 kDa, uno de los fragmentos de la PRL con
propiedades antiangiogénicas, estimuld la formacion de vasos capilares
sanguineos en dicho 6rgano. En apoyo a estos hallazgos se observo tambien que
la PRL de 16 kDa inhibe la neovascularizacion de la cornea inducida por el factor
de crecimiento basico derivado de fibroblastos y que la PRL esta presente en
extractos de cérnea y en el humor acuoso de la rata. Ademas se detecté el ARN
mensajero de PRL en el epitelio externo de la cornea y en células endoteliales de
la retina. El objetivo de este trabajo consistid en analizar la presencia de PRL en el
ojo de humanos y su posible asociacién con trastornos neovasculares de la retina,
especificamente con la retinopatia del prematuro (RP). Nuestros resultados
muestran la presencia de PRL en el humor acuso y en el liquido subretiniano de
pacientes con RP. La concentraciéon (medida por ELISA) en el humor acuoso y en
el suero de estos pacientes es significativamente mayor (P<0.05) a la del grupo
control de pacientes de la misma edad con trastornos oculares no
vasoproliferativos (cataratas). Las PRLs del liquido subretiniano y del suero se
asocian con proteinas inmunorreactivas de 23 y 16kDa. En el liquido subretiniano
la concentracion de PRL 16K es mayor que en la circulacion. Ademas, la adicion
de anticuerpos anti-PRL al liquido subretiniano, estimulé la proliferacion de células
endoteliales en cultivo. Este efecto estimulatorio podria deberse a que los
anticuerpos secuestran a la PRL 16K antiangiogénica presente en el liquido
subretiniano. En conclusion los hallazgos de este trabajo muestran la presencia de
PRLs de 16 y 23 kDa en el ojo de humanos. Asimismo, se muestra que aumenta
PRL en los pacientes con RP posiblemente como un mecanismo compensatorio
para frenar la angiogénesis en las etapas posteriores de este padecimiento.



ABSTRACT

Prolactin (PRL) belongs to a family of proteins, structurally related and derived
from a single gene. This protein exists in all vertebrates studied and has over 300
different functions. Recently, prolactin proteins were shown to have effects on
angiogenesis (the formation of new blood vessels). This process determines the
growth of tissue and plays an important role in diseases such as cancer, arthritis
and vasoproliferative rethinopathies. In the latter, the neovasculature destroys the
retina producing blindness. Neovascular eye diseases are induced by retinal
ischemia that in turn induces and blocks the production of angiogenesis stimulators
and inhibitors, respectively. However, ocular neovascularization can also involve
the inhibition of anti-angiogenic factors. Recent investigations have suggested that
prolactins may contribute to the natural inhibition of ocular angiogenesis. It was
shown in the rat that treatment of the cornea with implants containing anti-prolactin
antibodies induces a local angiogenic response. This result is particularly
significant since the N-terminal 16 kDa fragment of PRL (16K PRL), is known to
inhibit the neovascularization of the cornea induced by basic fibroblast growth
factor (bFGF); and that PRL is present in cornea and in the aqueous humor.
Actually, PRL mRNA has been detected in the external epithelium of the cornea
and in endothelial cells from the retina. The objective of this work is to analyze the
presence of PRL in the human eye and its possible association with
vasoproliferative retinophaties, specifically with retinopathy of prematurity (ROP).
Our results demonstrate the presence of PRL on the aqueous humor and in
subretinal fluid in patients with ROP. In this patients the concentration of prolactin
(determined by ELISA) in the aqueous humor and in serum was significantly higher
(P<0.05) that in control patients with non-vasoproliferative eye diseases such as
cataracts. The prolactins present in the subretinal fluid and serum are associated
with immunoreactive proteins of 23 and 16 kDa. In the subretinal fluid the
proportions of the 16K PRL relative to PRL is higher than the one in serum.
Moreover, in the presence of anti-prolactin antibodies, the subretinal fluid
stimulated the proliferation of endothelial cells in culture. This stimulation could
reflect the immunoneutralization of the antiangiogenic 16K PRL in the subretinal
fluid. In conclusion, our results support the presence of 23K and 16K PRL in the
human eye. The high levels of prolactin in ROP patients could reflect the
contribution of a compensatory mechanism to stop angiogenesis in the late stages
of this disease.

(37



I. INTRODUCCION
a. Estructura de Prolactina

Las prolactinas (PRLs) pertenecen a una familia de proteinas
estructuralmente relacionadas derivadas de un mismo gen. El gen de la PRL
humana esta presente como una unica copia en el cromosoma 6, abarca (10 kb) y
esta compuesto de 5 exones y 4 intrones (Fig. 1). EIl ARN mensajero maduro de
PRL posee 1 kb de longitud y codifica para una proteina de 227 aminoacidos que
incluye un péptido senal de 28 aminoacidos que es escindido posteriormente
(Ben-Jonathan et al., 1996)

Gen de PRL

] B B
5 10 kb 3

- Exones — Intrones

Figura 1. Esquema del gen de la prolactina que abarca 10 kilobases (kb) y esta
constituido por 5 exones separados por 4 intrones. Las barras rayadas

representan ADN no traducido.

Con un peso de 23 kDa en su forma mas comun, la PRL consiste de una
cadena polipeptidica de 197-199 aminoacidos segun la especie, y presenta 6
residuos de cisteina, que se unen entre si para formar tres puentes disulfuro: uno
localizado cerca del extremo amino-terminal, otro en el extremo carboxilo-terminal
y el tercero en la region intermedia, los cuales dan lugar a dos asas pequefas

(una amino y otro carboxilo terminal) y a una asa mayor intermedia (Fig 2).

Ll



Figura 2. Representacion esquematica de la secuencia lineal de aminoacidos que
conforman a la PRL de 23 kDa. Las lineas horizontales ilustran los 3 puentes
disulfuro presentes en la molécula. Los circulos negros representan los
aminoacidos conservados en las especies de rata, raton, cerdo, bovino y humano
(Tomada de Parlow & Shome, 1976).



b. Variantes de PRL

Si bien la PRL de 23 kDa es la forma molecular predominante de PRL (fig
3a), se ha documentado la presencia de isoformas moleculares estructuralmente
relacionadas menos abundantes, que pueden originarse a partir del procesamiento
alternativo del ARNm (fig. 3b) 6 a través de modificaciones postraduccionales tales
como substituciones (fig. 3c), glicosilaciones (fig 3e), desaminaciones,
fosforilaciones, agregacion por puentes disulfuro (fig. 3f) y modificaciones
proteoliticas (fig. 3d) (Sinha, 1995; Fig. 2).

PRL 23 K PRL 21 K
F =nlos de
C d sr:%:;uclc:un
'f‘“" o pin
. 7 Substitucion —3
i _{I’.L
/ s g
PRL25 K PRL cortada
e f
PRL glicosilada Dimero de PRL

Figura 3. Isoformas moleculares de PRL generadas a partir de modificaciones
postraduccionales (c, d, e y f) de la forma molecular predominante (a). Asi como

por el procesamiento alternativo del ARN mensajero (b).



El procesamiento alternativo del RNAm es un mecanismo comun en la
naturaleza, que genera heterogeneidad molecular en las proteinas. Existen
evidencias de la existencia de un procesamiento alternativo del RNAm de PRL en
la pituitaria y en tejidos cerebrales de la rata (Emanuele et al., 1992). Sin embargo,
el producto proteico de este procesamiento no ha sido identificado, por lo que se

considera controversial su contribucion a la heterogeneidad estructural de la PRL.

La glicosilacién es otra de las modificaciones postraduccionales que sufre la
PRL, ocurre en los residuos de asparagina ubicados en la posicién 31 de la
molécula. La PRL glicosilada se ha detectado en la leche (Kacsoh et al., 1991), en
el fluido amniético (Lewis et al., 1985), en la pituitaria (Corcoran, et al 1991) y en el
suero (Shoupe et al 1983) de muchas especies. Se ha determinado que la
glicosilaciéon puede influir en la actividad biolégica de la PRL a través de disminuir

su capacidad de unién al receptor (Hoffman et al., 1993).

Por otra parte, se ha determinado que una proporcion significativa de
moléculas de PRL estan fosforiladas en muchas especies tales como el ratén
(Oetting et al., 1986), los bovinos (Brooks et al., 1990) y las aves (Aramburo et al.,
1992). Estas PRLs estan fosforiladas en residuos de serinas (posicion 26,34,133 y
177 de la molécula) y treoninas (posicion 63). En algunas especies, como es el
caso de bovinos, la PRL fosforilada constituye del 20 al 80 % de toda la PRL
hipofisiaria. La fosforilacién asi como la glicosilacién, generalmente disminuyen la
actividad biolégica de la PRL en los bioensayos clasicos para esta hormona
(Wang et al., 1993).

El procesamiento de PRL por enzimas proteoliticas puede resultar en
fragmentos con significado funcional. Se ha demostrado que este procesamiento
proteolitico puede ocurrir en los tejido productores de PRL como es el caso de la
pituitaria anterior (Mitra, 1980, Anthony et al., 1993) y el cerebro (De Vito, 1988)
asi como en tejidos que responden a la accion de PRL tales como la glandula
mamaria (Clapp, 1987) y la préstata (Compton and Witorsch, 1984). Dos tipos de



corte a PRL se han estudiado a detalle, uno realizado por Kalikreina una proteasa
de serina que es abundante en los lactotropos de la glandula pituitaria y que corta
a la PRL entre los aminoacidos 173 y 174. Este corte enzimatico resulta en un
fragmento de PRL de 22 kDa (Anthony et al.,, 1993). En apoyo a un posible
significado funcional se ha mostrado que el procesamiento de PRL por Kalikreina
varia de acuerdo al sexo y su regulacién es dependiente de bromocriptina y
agonistas de dopamina. El otro tipo de corte lo hace la catepsina D una enzima
lisosomal capaz de cortar a la PRL entre los aminoacidos tirosina 145 y serina
149. La reduccion subsecuente de su puente disulfuro intermedio resultan en la
generacién de un fragmento amino terminal de 16 kDa (PRL 16K) y uno carboxilo-
terminal de 6 kDa (fig 4). La PRL 16K, mas no la PRL completa inhibe la formacion

de vasos capilares sanguineos (Clapp et al., 1993).

y 145

23K PRL NH

Catepsina D

[

149
NH , S

COOH
COOH

Figura 4. Esquema que representa el corte enzimatico de la PRL entre los
aminoacidos tirosina 145 y serina 149 por catepsina D. La reduccion del puente
disulfuro intermedio genera un fragmento N-terminal de 16 kDa y un C-terminal

mas pequeno de 6 kDa.



c. Receptores a PRL

Se conocen tres tipos de receptores a PRL que difieren en el tamano de su
dominio intra-citoplasmico. El primero de ellos, es considerado como la forma
"larga” y fue clonado del ovario de |a rata y se sabe que codifica para una proteina
de 591 aminoacidos (Kelly et al., 1991); la forma “corta” del receptor se clono del
higado de rata y codifica para una proteina de 291 aminoacidos (Kelly et al.,
1991). Por ultimo, se ha identificado una tercera forma “intermedia” que contiene
383 aminoacidos y que se localiza en la linea celular Nb2 proveniente de un
linfona murino (Ali et al., 1991; Fig 5).

Region
extracitopliemica

Regién

intracitoplasmica

Figura 5. Receptores para PRL que varian en el tamafo de su region
intracitoplasmica.



Receptor a PRL 16K

Evidencias directas apoyan la existencia de un receptor especifico para la PRL
16K en membranas de células endoteliales (Clapp et al., 1992). Estas evidencias
se basan en ensayos utilizando PRL 16K marcada isotopicamente que muestran
su unién especifica, saturable y de alta afinidad a membranas aisladas de células
endoteliales. En estos experimentos se observé que la PRL integra no compitio
por este sitio de uniéon con la PRL 16K. 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 (Clapp et al., 1992).

d. Via de senalizacion del receptor de PRL

La PRL inicia sus efectos a través de inducir la dimerizacion de sus
receptores en la membrana de sus células blanco, lo cual conlleva a la activacién
de la via denominada JAK/STAT (“Jannus Kinases” / “Signal Transducer and
Activator of Transcription”). Las JAK representan a una familia de tirosinas cinasas
capaces de fosforilar a los factores de transcripcion STAT. La fosforilacion de
STAT permite su translocacién al nicleo y su unién subsecuente a secuencias
consenso en el ADN, llamadas GAS (Gamma Activation Site) lo que permite la
transcripcion de diferentes genes entre los que se incluye a la caseina, la

lactoalbumina y los interferones «,p, y v, entre otros (Bole-Feysot et al., 1998; Fig.
6).
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Figura 6. Cascada de activacion intracelular iniciada por PRL. Esta via se activa
por la dimerizacién del receptor y resulta en la fosforilacion de la activacion de
JAK/STAT vy la subsecuente induccién de la transcripcion de diferentes genes
asociados a procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Tomada de Yu
Lee., 1997).



e. Tejidos productores de PRL

La PRL es producida principalmente por una clase de células de tincion
acidofila conocidas como mamotropos y somatomatotropos en la glandula
pituitaria humana (Frawley, 1989). La produccion de esta hormona fué
considerada por mucho tiempo exclusiva de esta glandula. Sin embargo, su
sintesis no esta limitada a la hipofisis, ya que se ha demostrando que se
encuentra presente en una gran variedad de tejidos no pituitarios que incluyen al
sistema nervioso central, al sistema inmune, a la placenta, a la glandula mamaria y

al endotelio vascular, entre otros (Ben-Jonathan et al., 1996; Fig. 7).

Tejidos Fluidos

Cerebro
Hipofisis

Gliandula lacrimal

Liquido cefalorraquideo
Lagrimas

Timo
Nédulos linfaticos

Glandula sudoripara 47 Ll
Glandula mamaria e = --j------ Leche
Bazo '

t--- Liquido folicular

Miometrio : =
\_~~ Liquido amniético
Decidua uterina W Y
T e
Hueso -- —-'M W

Figura 7. La PRL se produce en diferentes tejidos y se encuentra presente en la

mayoria de los fluidos corporales (Tomada de Ben-Jonathan et al., 1996)



f. Funciones bioldgicas de PRL

La prolactina es una de las hormonas mas versatiles del organismo.
Encontrada en todos los vertebrados estudiados tiene participacion en mas de 300
diferentes efectos, en un rango que va desde el desarrollo mamario y la iniciacion
y mantenimiento de la lactancia en mamiferos, hasta la osmoregulacion en peces,
conducta de anidacion en aves, crecimiento y metamorfosis en anfibios (De
Vlaming, 1979, Nicoll, 1980, Kelly et al., 1991, Sinha, 1992, Ben-Jonathan et al.,
1996, Bole-Feysot et al.,, 1998 y Fremman et al., 2000). Ademas, la PRL puede
procesarse hacia fragmentos con actividades nuevas que amplian aun mas el
universo de efectos de esta hormona. Por ejemplo, la PRL 16K inhibe la formacion
de vasos sanguineos a través de acciones directas sobre el endotelio vascular
(Clapp et al., 1993).

g. Efecto de PRL 16K sobre la angiogénesis

La PRL 16K es capaz de inhibir la proliferacién de células endoteliales de
diversas especies y lechos vasculares (Clapp et al., 1993, Corbacho et al., 2002).
Otro de los mecanismos por los cuales la PRL 16K ejerce su efecto
antiangiogénico es mediante la inhibicion de la urokinasa activadora del
plasmindgeno (uPA). La activacion de uPA es fundamental en la regulacion del
anagiogénesis porque activa la cascada de proteasas que degradan la matriz
extracelular y por lo tanto, juegan un papel esencial en la migracion de las células
endoteliales y en la reparacion de los tejidos. El tratamiento de células endoteliales
derivadas de capilares de cerebro bovino con PRL 16K, inhibe la actividad de la
uPA a través de estimular la expresion del inhibidor del plasminégeno-1 (PAI-1),
uno de los inhibidores de uPA (Lee et al., 1998). La PRL 16K también inhibe la
asociacion de las células endoteliales en estructuras tubulares semejantes a
capilares, que ocurre cuando estas son cultivadas en geles de colagena (Clapp et
al., 1993). Este efecto se interpreta como que PRL 16K es inhibidor de la

organizacion de la red capilar. De hecho 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 angiogénesis en la membrana corioalantoidea de
embriones de pollo (Clapp et al., 1993), asi como la angiogénesis inducida por

bFGF en cérnea de la rata (Duenas et al., 1999).

Il. ANTECEDENTES INMEDIATOS

a. Angiogénesis

El proceso de formacion de nuevos vasos capilares sanguineos a partir de
vasos pre-existentes se conoce con el nombre de “angiogénesis”. Este proceso se
divide en cuatro fases principales que incluyen: la degradacion local de la
membrana basal del capilar por accién de proteasas secretadas en su mayor parte
por el endotelio, que permite la migracion de las células endoteliales, su
proliferacion y posterior organizacion en estructuras tubulares. Finalmente, los
nuevos capilares completan su diferenciacion formando una nueva membrana
basal (Folkman & Klagsbrun, 1987 y Birchoff, 1995) (Fig. 8).

Celula
endotelial 1

Membrana
basal —¥

Capilar Digestion Migracion Proliferacion Formacion
de la del capilar
membrana
basal

Figura 8. Esquema que representa las diferentes etapas de la angiogénesis.



b. Angiogénesis normal y patoldgica.

El proceso angiogénico determina el crecimiento y diferenciacion de los
tejidos durante el desarrollo embrionario y fetal. Sin embargo, después del
nacimiento la angiogenesis disminuye y en el adulto ocurre muy raramente a
excepcion de eventos en el aparato reproductor femenino. Por ejemplo, en el
ovario, la angiogénesis participa en el desarrollo de los foliculos, en la ovulacién y
determina la funcién del cuerpo luteo. Asimismo la formacion de nuevos vasos
sanguineos es esencial para los procesos de implantacién, embarazo y lactancia.
La angiogénesis también forma parte de procesos de reparacion tisular,
cicatrizacion de heridas y reacciones inflamatorias (Battegay, 1995 y Folkman,
1997)

Si bien la angiogéenesis es determinante de diversos procesos fisiologicos el
enorme interés por el entendimiento de los mecanismos que subyacen a la
formacion de nuevos vasos sanguineos ha sido consecuencia del reconocimiento
de diversas patologias que dependen de la sobreproduccion de neovasos. Por
ejemplo, el desarrollo y metastasis de los tumores soélidos de penden de los
nuevos vasos sanguineos que permiten al tumor alcanzar una tasa de crecimiento
maxima, a través de aportar oxigeno y nutrimentos y extraer sustancias de
desecho. Asimismo, los nuevos capilares proveen de una ruta para la migracién
de las células tumorales hacia la formacion de tumores secundarios (Folkman,
1997) Otros padecimientos dependientes de la angiogénesis, son la artritis
reumatoide, donde los nuevos vasos invaden y destruyen el cartilago de la
articulacion (Weber and Bandt, 2000) y las retinopatias vasoproliferativas que son
el tema de estudio de este trabajo y que resultan de la formacion de neovasos que
destruyen y desprenden la retina y son las principales causas de ceguera en el
mundo (Battegay, 1995 y Polverini, 1995)



c. Vascularizacion ocular normal.

El ojo es considerado un dérgano de alta especializacion que nos permite la
deteccion y el analisis de los patrones de distribucion de la luz en el tiempo y el
espacio. El ojo funciona de manera semejante a una camara fotografica. La luz
pasa a través de la cornea, una membrana transparente localizada al frente del
globo ocular y el cristalino, el cual la enfoca hacia la retina. El iris, la parte
coloreada del ojo, define a la pupila, la cual controla la cantidad de luz que penetra
hacia la retina. Los rayos de luz pasan a través de la cavidad del vitreo que esta
lleno de un material gelatinoso transparente y finalmente llega a la retina, donde
estimula a los fotorreceptores y dicha activacion es trasmitida hacia el cerebro a

través del nervio éptico (Hart, 1992) (fig. 9)

Esclera ——./ S
Coroides _./ -

Acuoso

Cristalino

Vitreo g Iris

Figura 9. Principales estructuras del ojo humano.



El ojo se nutre a partir de dos sistemas vasculares importantes que son los
vasos sanguineos de la retina y los vasos sanguineos de la uvea, estos ultimos
incluyen los vasos sanguineos del iris, del cuerpo ciliar y de la coroides En
mamiferos inferiores, el principal aporte de circulacion sanguinea a la retina lo da
la coroides ya que los vasos de la retina ocupan una pequefa area, mientras que
en mamiferos superiores el aporte de sangre a la retina lo dan ambos lechos
capilares, es decir los de la retina y los de la uvea. La irrigacién de la retina esta
distribuida en los dos primeros tercios de las capas celulares internas, mientras
que las capas externas (incluyendo a los fotoreceptores) son avasculares y se

nutren principalmente de la coroides (Adamis, 1999, Campochiaro, 2000).

d. Trastornos oculares asociados a neovascularizacion

Bajo ciertas condiciones ambientales y patoldgicas, el flujo sanguineo de la
retina puede alterarse y producir dos tipos patolégicos de neovascularizacion
ocular: la primera es la neovascularizacion retinal (que incluye a la retinopatia
diabética y del prematuro), en la que los vasos provenientes de las capas mas
externas de la retina atraviesan las capas internas avasculares y llegan hasta el
vitreo. La segunda es la neovascularizacion coroidal (degeneracion macular
asociada con la edad) en la que los vasos provenientes de la coroides penetran la
membrana de Bruch’s, destruyen el epitelio pigmentario de la retina y a los

fotorreceptores. (Campochiaro, 2000).

El desarrollo de angiogénesis intraocular es el resultado de la accion de
factores angiogénicos inducidos por hipoxia (Patz, 1980). La hipoxia puede
originarse de alteraciones en la concentracion de oxigeno ambiental (retinopatia el
prematuro) o de una reduccion 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 la

retina y la perdida total de la vision (Gopal et al, 2000).

En la retinopatia diabética se han propuesto varias causas de hipoxia en la
retina. Por ejemplo, se ha observado que los pacientes diabéticos tienen una
proporcién importante de hemoglobina glicosilada y que este cambio interfiere con
su capacidad de transportar oxigeno (Adamis et al., 1999). Asimismo, la formacion
de trombos ocasionados por una acumulacion de plaquetas y fibrina en la luz de
los capilares retinales puede contribuir también con una falta de oxigenacion
retinal (Boeri et al.,, 2001). La incidencia de la retinopatia vaso-proliferativa en
diabéticos es alta y se incrementa con los anos del padecimiento. Asi, las
estadisticas indican que este padecimiento se presenta en el 99% de los pacientes
diabéticos insulino-dependientes con 20 anos de enfermedad y que el 66% de
diabéticos no insulino-dependientes poseen algun grado de retinopatia

vasoproliferativa (Gopal et al., 2000)

Por otra parte, se encuentra la degeneracion macular asociada con la edad
(AMD) la cual es considerada como la principal causa de ceguera en personas
mayores de 60 anos. En esta patologia ocular, los neo-vasos se generan de la
circulacion coroidal, estos vasos atraviesan la membrana de Bruch's, llegan al
epitelio pigmentario retinal y al espacio subretinal. Por una razén desconocida, la
neovascularizacion ocurre mas exclusivamente en la macula central y en la region
perimacular de la retina donde produce un gran dafio. Los vasos son permeables y
producen acumulacion de fluido, lipidos y sangre que conduce a la muerte de los

fotorreceptores centrales (Adamis et al., 1999)

Otro de los trastornos oculares de alto impacto clinico en paises
subdesarrollados, es la retinopatia del prematuro. Este padecimiento se presenta
en niflos prematuros como consecuencia de su exposicion a niveles altos de
oxigeno cuando son puestos dentro de la incubadora. La hiperoxia produce la

oclusion y la regresion de los capilares, de manera que el retorno a la normoxia



ambiental se registra en la retina como una hipoxia local. En el 10% de los
prematuros, el endotelio de los capilares retinales reacciona a esta hipoxia con
angiogénesis. De la misma forma que en los pacientes diabéticos, los nuevos
capilares provenientes de la circulacion retinal penetran por la membrana limitante
interna de la retina y crecen hacia la cavidad del vitreo produciendo un tejido
fiboroso que eventualmente desprende la retina (Campochiaro, 2000). La
fotocoagulacion temprana de neovasos evita el padecimiento, sin embargo este
tratamiento no siempre es posible en los paises subdesarrollados, donde la

mayoria de estos nifios pierden la vision (Gopal et al, 2000 y Kent et al., 2000)

e. Reguladores de la angiogenesis ocular

Aunque existen muchos factores involucrados en el desarrollo de la
neovascularizacion ocular, la hipoxia es uno de los estimulos mas potentes para
inducir angiogénesis (Campochiaro, 2000 y Lonchampt et al., 2001). Entre los
factores angiogénicos mas importantes inducidos por hipoxia se encuentran el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual actia de manera
especifica sobre células endoteliales y el factor de crecimiento insulinico tipo-1
(IGF-1) (Adamis et al., 1993 y Aiello et al., 1994). Si bien, estos padecimientos
oculares involucran diversos factores estimuladores de la angiogénesis, no
podemos descartar la participacién de factores antiangiogénicos que permiten
mantener un equilibrio en el proceso de formacion de vasos sanguineos
intraoculares (Ferrara et al., 1992). Por ejemplo, se ha observado que el factor
derivado del epitelio pigmentario (PEDF) una molécula de 50 kDa producida en
grandes cantidades por el epitelio pigmentario de la retina, forma parte de los
principales inhibidores naturales de la angiogenesis en la cornea, vitreo y retina
(Dawson, et al., 1999 y Stellmach et al., 2000).

De esta forma, es clara la importancia que ha despertado en los ultimos 20

afnos el descubrimiento de nuevos factores involucrados en la regulaciéon de la

angiogenesis ocular, incluidos dentro de estos factores a la familia de la PRL.
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f. PRL y angiogénesis ocular

Investigaciones recientes son consistentes con la posibilidad de que PRLs
endégenas participan en la inhibicion natural de la angiogénesis a nivel ocular
(Duenas et al.,, 1999) Se sabe que la cornea es un o6rgano avascular, esta
caracteristica la comparte con el cartilago y parece ser consecuencia de un
predominio de la accién de factores inhibidores sobre los estimuladores de la
angiogénesis (Polverini, 1995) El tratamiento in vivo de cérneas con implantes
conteniendo anticuerpos poli y mono-clonales anti-PRL de rata, en particular de
aquellos dirigidos contra el fragmento amino-terminal 16 kDa, uno de los
fragmentos de la PRL con propiedades antiangiogénicas, estimuld la formacion de
vasos capilares sanguineos en dicho 6rgano (Duenas et al., 1999). En apoyo a la
especificidad de este efecto, no se observaron cambios vasculares en cérneas
implantadas con concentraciones similares de IgGs pre-inmunes 6 proteinas no
especificas (albumina de suero bovino). Estos hallazgos sugieren que PRLs con
efectos antiangiogénicos, capaces de ser neutralizadas con anticuerpos, podrian
formar parte de los factores que inhiben la vascularizacion de la cornea. En apoyo
a estos hallazgos se observé que la PRL de 16 kDa inhibe la vascularizacion de la
cérnea inducida por el factor de crecimiento basico derivado de fibroblastos
(bFGF) (Duenas et al., 1999) y que PRL inmunoreactiva (ELISA) esta presente en
extractos de cérnea y en el humor acuoso de la rata (Rivera, 2001). Si bien, no se
puede descartar la contribucion de PRL sistémica, parte de esta PRL ocular
parece producirse localmente. El epitelio externo de la cérnea in situ (Duenas et
al., 1999) y el endotelio de capilares retinales in vitro, expresan el RNA mensajero
de PRL y secretan PRL al medio de cultivo (Ochoa et al., 2001).

Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Dada la importancia de la angiogénesis tanto en procesos fisioloégicos como

patologicos, es necesario dedicarle un importante esfuerzo a la identificacion,

caracterizacion y cuantificacion de factores quimicos que intervienen en su



regulacién, con la esperanza de que aquellos agentes capaces de controlar el
crecimiento vascular podrian ser utilizados como una opcién para el tratamiento de
las patologias mencionadas. En este trabajo se propuso analizar la presencia de
PRL en el ojo humano y su posible asociacion con trastornos neovasculares de la
retina (retinopatia del prematuro) versus trastornos no neovasculares (cataratas).
Ademas se caracterizd el peso molecular y la actividad angiogénica de las PRLs
presentes en ambos grupos de pacientes. Al respecto ya se tenian resultados
preliminares que muestran la presencia de PRL inmunoreactiva en biopsias de
tejidos y fluidos oculares de nifilos con retinopatia del prematuro (Quiroz et al.,
2000).

IV. HIPOTESIS

La PRL yla PRL 16K estan presentes en el ojo de pacientes con retinopatia del

prematuro y su concentracion se asocia al padecimiento.

V. OBJETIVOS

1. Comparar las concentraciones de PRL inmunorreactiva y bioactiva en
fluidos oculares y suero de pacientes con retinopatia del prematuro versus

pacientes con trastornos oculares no vasoproliferativos.

2. Analizar el peso molecular de las PRLs presentes en los fluidos oculares y

en el suero de los pacientes con retinopatia del prematuro.

3. Determinar si la PRL presente en los fluidos oculares de los pacientes con
retinopatia del prematuro tiene acciones sobre proliferacion de ceélulas

endoteliales en cultivo.



VI. METODOLOGIA Y METODOS

a. Obtencion de muestras

La recoleccion de las muestras se hicieron en colaboracion con el Dr. Hugo
Quiroz, Jefe del Servicio de Retina, Hospital Luis Sanchez Bulnes de la Asociacion
para Evitar la Ceguera en México. El diagnéstico y las cirugias de los pacientes
fueron realizados por el equipo médico del Dr. Quiroz. El protocolo de recolecciéon
de las muestras biologicas fue previamente autorizado por los pacientes y

aprobado por el comité de ética e investigacion del Hospital.

Las biopsias obtenidas pertenecieron a pacientes de ambos sexos, cuyas
edades oscilaban entre 6 meses y 3 anos de edad y que fueron diagnosticados
con retinopatia del prematuro grado 5, el grado mas alto de esta patologia, que se
caracteriza por presentar un tejido fiboroso muy vascularizado en la camara del
humor vitreo y cuyo tratamiento requiere de la intervencién quirurgica (Gopal et al.,
2000).

Como parte del tratamiento en la cirugia ocular se requiere extraer el humor
acuoso, la membrana fibrosa del vitreo y el liquido subretiniano. Este ultimo
definido como un dializado del humor 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, las

muestras de los fluidos y el suero fueron congeladas inmediatamente.

Como grupo testigo se utilizaron biopsias de pacientes con trastornos
oculares no neovasculares (cataratas congénitas y cataratas traumaticas) los
cuales se caracterizan por presentar una opacidad del cristalino. De tal forma que
los nifios tienen que ser operados para corregir el dafo. En este grupo la edad de
los pacientes oscilo entre 1y 7 afios. Las biopsias obtenidas de estos pacientes

fueron solamente humor acuoso y suero.



b. Prolactinas y anticuerpos.

La PRL humana fue donada por el Programa Nacional de Hormonas e
Hipofisis de los Institutos Nacionales de la Salud de Estados Unidos de
Norteamérica (NHPP-NIH, Bethesda, MD). La PRL 16K utilizada fue generada por
mutagénesis dirigida del ADN complementario de la PRL humana, de acuerdo a
los procedimientos descritos previamente (Clapp et al., 1993). Anticuerpos
monoclonales anti-PRL humana fueron adquiridos comercialmente (GENZYME,
Corp. Framingham, MA) y los policlonales fueron aislados de antisueros
generados localmente en conejo de acuerdo al método publicado (Duerias et al.,
1999)

c. Bioensayo de PRL

Las células Nb2 es una linea celular derivada de un linfoma murino cuya
proliferaciéon es funcién directa de la concentraciéon de PRL y representa un
bioensayo especifico y sensible de esta hormona (Tanaka et al., 1980). Las
células Nb2 son cultivadas en medio de mantenimiento (Medio DMEM,
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 10 % de suero de caballo
(HS), 3.3 ul de B-mercaptoetanol y antibiéticos). Veinticuatro horas antes del
ensayo las células Nb2 se colocaron en medio estacionario (DMEM suplementado
con 0.1 % FBS, 10 % de HS, 3.3 yl de B-mercaptoetanol y antibidticos) para
sincronizar sus ciclos de division celular. 1.5 X 10° células/pozo fueron sembradas
en placas de cultivo de 96 pozos y llevadas a un volumen final de 100 pl con
medio de bioensayo (DMEM libre de FBS y suplementado con 10 % de HS, 3.3 pl
de B-mercaptoetanol y antibidticos). Concentraciones crecientes de PRL se
adicionaron por triplicado para obtener una curva dosis-respuesta contra la cual
comparar las respuestas proliferativas a distintas diluciones de las muestras
problema. La especificidad del efecto se evalué a través de su bloqueo con

anticuerpos anti-PRL humana. La placa fue incubada por 72 horas a 37 e



(Tanaka et al., 1980). La proliferaciéon celular se midi6 a través de un ensayo
colorimétrico basado en la reduccién mitocondrial de sales de tetrazolium MTT (3-
(4,5 dimetiltiazol-2-yl)- 2,5 difenil bromuro de tetrazolium) a cristales de formazan
(color azul oscuro). El producto colorido fue leido en un espectrofotémetro a 595
nm y la absorbancia resultante fue directamente proporcional al nimerc de células

presentes en cada pozo (Mosmann, 1983).
d. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Se utilizé6 un ELISA comercial ya establecido y caracterizado para la PRL
humana (Genzyme Diagnostics, San Carlos, CA. USA.) EI ELISA utiliza
anticuerpos policlonales anti-prolactina como fase sélida. Cuando se incuba la
muestra biolégica estos anticuerpos capturan a la PRL presente formando un
complejo. Este complejo es detectado utilizando un segundo anticuerpo
monoclonal anti-PRL humana acoplado a peroxidasa que reacciona con un
sustrato (TMB (3,3", 5,5"-Tetrametilbenzidina) y H,05), y produce una coloracion la

cual es cuantificada en un espectrofotometro a una densidad 6ptica de 450 nm.
e. Inmunoprecipitacion

Doscientos pL de muestra se incubaron con suero preinmune de conejo
(1:100) durante una hora. Posteriormente se les adiciono pansorbina al 10 %
(Sigma, Cat. 507058) y se les incub6 por 30 minutos a 4 C. Las muestras se
centrifugaron y al sobrenadante se le agreg6 proteina A-sefarosa (Sigma, Cat. P-
3391) y se le incubd durante 2 horas a 4 °C con agitacién constante. Las muestras
se centrifugaron y el sobrenadante se recuperé y se llevé a un volumen de 1 mi
con amortiguador net-gel (Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 0.1 %,
EDTA 1 mM, pH 8.0, Gelatina 0.25 % y Azida de sodio 0.02 %). A este volumen se
le afadid suero anti-PRL humana generado localmente (C-1, 1:500) y se incubo
por 4 °C con agitacion constante durante 24 h. Al termino de este tiempo se

adicioné mas proteina A-sefarosa y las muestras se incubaron por 1 hora a 4 o



Por ultimo, la proteina A-sefarosa se lavd por tres ocasiones utilizando tres
amortiguadores diferentes net-gel, net-gel+10 % de SDS y 0.1 % Nonidet - 0.05
Tris M, pH 7.5. En cada lavado las muestras fueron centrifugadas, el sobrenadante
descartado y el pellet resuspendido consecutivamente en un 1 ml de cada uno de
los amortiguadores mencionados en el orden sefalado. En el ultimo lavado el
liquido fue eliminado completamente y el sedimento resuspendido en 40 ul de
Laemmli. Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS) y se analizaron por Western blot de acuerdo al
procedimiento descrito (Torner, et al., 1995).

f. Western blot

Los geles de acrilamida se equilibraron durante 10 min. en amortiguador de
transferencia (25 mM tris, 192 mM Glicina, 20 % Metanol) y las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 40 V y 4 °C durante toda la noche.
Las membranas se bloquearon con 2 % de BSA y 0.05% Tween-20 en PBS
durante una hora y posteriormente se incubaron durante 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario anti-PRL policlonal generado localmente (C-1)
y/o con el anticuerpo anti-PRL monoclonal (MIPO202, Genzyme). Los anticuerpos
se aspiraron y los blot se lavaron tres veces con 0.9 % NaCl y 0.05 % Tween-20
en PBS durante 5 minutos y se incubaron por una hora con segundos anticuerpos
acoplados a fosfatasa alcalina. Finalmente las membranas se lavaron y la
presencia de la enzima se reveld utilizando un sustrato de fosfatasa alcalina de

acuerdo a un estuche comercial (Kit Bio-Rad, Hercules, CA. USA).



g. Ensayo de angiogénesis

En el ensayo se utilizaron células aisladas de la vena umbilical bovina
(BUVEC) de acuerdo al método descrito (Cajero et al., 2002). Las células fueron
sembradas (5X1 0° células por pozo en placas de cultivo de 48 pozos utilizando
medio de mantenimiento F-12K suplementado con 10 % de suero fetal bovino y
antibidticos. A las 24 horas se les quitd el medio y se lavaron con PBS.
Subsecuentemente se les agrego diferentes diluciones de las muestras problema
con medio de bioensayo (F-12K, sin suero), hasta un volumen final de 200 pl.
Algunas células fueron tratadas con anticuerpos policlonales anti-PRL (C-1,
1:300). Las células se incubaron por 48 horas a 37 °C bajo una atmosfera de 95 %
de aire y 5 % de CO,. La proliferacion celular se midié a través del procedimiento

descrito anteriormente para las células Nb2 (Mosmann, 1983).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

a. PRL en suero y fluidos oculares de pacientes con retinopatia del

prematuro.

Las concentraciones de PRL valoradas mediante ELISA en humor acuoso,

liquido subretiniano y suero de nifios con retinopatia del prematuro se muestran en

la figura 10.
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Figura 10. Deteccion de PRL mediante ELISA en el humor acuoso (HA), liquido
subretiniano (LS) y suero (S) de pacientes con retinopatia del prematuro. En

paréntesis se muestra el nUmero de pacientes analizados.



En el humor acuoso el nivel de PRL fue cercano al limite de deteccion del
ensayo (2 ng/ml) y fue claramente menor al detectado en el liquido subretiniano y
en el suero. Estos niveles de PRL fueron validados mediante el bioensayo de las
células Nb2, que tiene un limite de sensibilidad 100 veces mayor (20 pg/ml). La
especificidad del ensayo biolégico se valor6 mediante el efecto de las muestras
problema en presencia o ausencia de anticuerpos anti-PRL. Se observé que en
todos los casos los anticuerpos anti-PRL, pero no los anticuerpos pre-inmunes
bloquearon el efecto de las muestras problema (datos no mostrados). Los
resultados del bioensayo coincidieron con las determinaciones del ELISA en un
grupo de muestras analizadas simultaneamente por ambos métodos (Tabla 1). De
esta forma, la correspondencia entre ambas determinaciones apoya la naturaleza

de la proteina como PRL y muestra que esta PRL es biolégicamente activa.

- SUERO
| | _ ~ (ng/ml)
ELISA | 476 £12.5 | 42+ 16 766 £2.7
n=8 n=>% n=9
BIOENSAYO 321119 3.0+0.6 74.1+6.1
n=8 n=>5 n=9

Tabla 1. Concentracion de PRL medida por dos métodos diferentes (ELISA vy
bioensayo) en los mismos fluidos oculares y suero de pacientes con retinopatia del

prematuro.



Los altos niveles de PRL medidos en el suero son consistentes con la
posibilidad de que la PRL sistémica pudiera ser fuente de la PRL ocular. Al
respecto, se sabe que PRL marcada isotopicamente, inyectada en el corazén de la
rata, es capaz de incorporarse a las células del cuerpo ciliar y a los fotorreceptores
de la retina (O'Steen and Sundberg, 1982). Asimismo, por estudios previos
sabemos que el receptor de PRL esta presente en el érgano ciliar de la rata
(Duenas, 2001) y por lo tanto que es posible que la incorporacién de la PRL a los
fluidos oculares pudiera ocurrir via un mecanismo activo de transporte. Sin
embargo, parte de la PRL podria también sintetizarse localmente en el ojo de
estos pacientes. Ensayos de retrotranscripcion y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) han mostrado que el ARN mensajero de PRL se expresa en
la cornea, iris y retina de la rata (Duenas et al., 1999). En la cornea estudios de
hibridacion in situ localizaron la expresion del ARN mensajero de PRL en el
epitelio externo (Montes de Oca, Rivera y Clapp, resultados no publicados).
Asimismo, mediante hibridacion in situ se detecté la presencia del ARN mensajero
de PRL en el endotelio vascular de las membranas fibrosadas de pacientes con
retinopatia del prematuro (Montes de Oca, Rivera y Clapp, resultados no

publicados).

b. PRL en fluidos oculares y suero de pacientes con RP versus pacientes

con trastornos no neovasculares.

Una pregunta importante en este trabajo fue: ; guarda la PRL alguna
relacion con los trastornos vasoproliferativos de la retina?. Al respecto
comparamos los niveles de PRL inmunorreactiva presente en el humor acuoso y
en el suero de pacientes con retinopatia del prematuro versus pacientes con
trastornos no neovasculares (cataratas). En un grupo grande de pacientes
observamos que la concentracién de PRL en el humor acuoso y suero de nifos
con retinopatia del prematuro fue significativamente mayor (P < 0.05) a los niveles

de PRL medidos en el grupo control (Fig. 11)
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Figura 11. Niveles de PRL medidos por ELISA en humor acuoso (HA) y suero (S)
de pacientes control (C) (barras negras) versus pacientes con retinopatia del

prematuro (RP) (barras blancas). En la parte superior de las barras se indica el

numero de pacientes analizados. * (P < 0.05) vs control.

Cabe sefialar que los niveles de PRL circulante determinados en este
estudio tanto para los nifos con retinopatia del prematuro como para los nifios con
cataratas fueron mayores (4 a 7 veces) a los niveles reportados en nifios sanos
concientes (9 ng/ml) en edades cercanas (1 a 12 afos) (Gasler et al., 2000 y
Hardan et al., 1999). Sin embargo, fueron similares a los niveles circulantes (40-78
ng/ml) medidos en nifios y jévenes con edades entre 2 y 20 afos intervenidos
quirurgicamente bajo anestesia general (Khilnani et al., 1993). Por lo tanto es

posible, que los altos niveles de PRL circulante determinada en este estudio



pueda deberse a las condiciones generales de la anestesia y cirugia. Al respecto
se sabe que anestésicos generales derivados del etér se acompafan de una
liberacién de PRL circulante (Pontiroli et al., 1984).

Lo mas relevante de estas determinaciones es que la concentracion de PRL
tanto en el suero como en el humor acuoso de pacientes con retinopatia del
prematuro fue mayor que en los pacientes control sin retinopatia. Se desconoce si
esta diferencia en las concentraciones de PRL esta relacionada con la
participacion de esta hormona en la patofisiologia de la retinopatia del prematuro.
Es interesante observar que hallazgos similares se han reportado en pacientes
diabéticos, en los cuales un alto grado de retinopatia vasoproliferativa se asocio
con un aumento en los niveles circulantes de PRL (Pontiroli et al., 1988). Sin
embargo, hay datos controversiales al respecto, ya que también se ha reportado
que pacientes diabéticos con retinopatia severa presentan niveles normales de

PRL con respecto a pacientes diabéticos con retinopatia leve (Hunter et al., 1974).

De acuerdo a nuestros resultados podriamos especular que el aumento en
los niveles de PRL asociados a este padecimiento, represente un aumento tanto
de PRL como de PRL 16K. La PRL 16K al ser un factor antiangiogénico podria
contribuir a favorecer una mayor regresion de los neovasos en el ojo de estos
pacientes y por lo tanto, representar un mecanismo compensatorio para frenar la
neovascularizacion ocular. Alternativamente, el aumento en PRL asociado al
padecimiento neovascular podria representar una reduccion en su procesamiento
hacia la PRL de 16K. Como la PRL 16K es menos inmunorreactiva que la PRL
(Clapp et al., 1988), la disminucién en su produccion resultaria en mas PRL
completa y por lo tanto en un aumento en la inmunorreactividad medida por el
ELISA.

Para analizar la posible participacién de la PRL 16K en el control de dicho
padecimiento, investigamos si este fragmento de la PRL esta presente en fluidos

oculares y suero de pacientes con retinopatia del prematuro.
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c. Presencia de PRL 23 y 16K en suero y liquido subretiniano de pacientes
con retinopatia del prematuro

Muestras de liquido subretiniano y suero de pacientes con retinopatia del
prematuro, fueron sometidas a inmunoprecipitacion-Western blot, utilizando

anticuerpos policlonales y monoclonales anti-PRL (Figuras 12y 13).
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Figura 12. Western blot revelado con un anticuerpo policlonal anti-PRL que indica
la presencia de proteinas inmunoreactivas de 23 y 16 kDa (flechas) en el liquido
subretiniano (LS) y suero (S) de tres pacientes (P1, P2 y P3) con retinopatia del
prematuro. Las preparaciones estandar de PRL 23 y 16K se muestran como
referencia para la migracion de las proteinas problema. El peso molecular de

proteinas marcadas (PM) se ilustra al margen.
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Los Western blots con anticuerpos policlonales anti-PRL mostraron la
presencia de proteinas inmunorreactivas de 23 y 16 kDa tanto en el suero como
en el liquido subretiniano. En apoyo a la especificidad de la inmunorreaccion se
observaron resultados similares cuando los blots se revelaron con un anticuerpo
monoclonal anti-PRL (Fig. 9). Si bien, esta técnica no es cuantitativa se pudo
apreciar por densitometria que la proteina tipo PRL de 16 kDa presente en el
liquido subretiniano se encuentra en una proporcién de 2:1 con respecto a la
proteina de 16 kDa presente en el suero del mismo paciente. Estos resultados
sugieren que tanto la PRL como la PRL 16K estan presentes en el ojo de

pacientes con retinopatia del prematuro.
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Figura 13. Inmunoprecipitacion-Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-PRL que indica la presencia de proteinas inmunoreactivas de 23 y 16 kDa en
el liquido subretiniano (LS) y suero (S) de los tres pacientes con retinopatia del
prematuro mostrados en la Figura 7. El peso molecular de las proteinas marcadas

(PM) se ilustra al margen.
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El aumento de la PRL 16K intraocular versus la sistémica sugiere la activa
participacion de proteasas capaces de generar a la PRL 16K en los
compartimientos oculares de pacientes con retinopatia del prematuro. Al respecto,
se ha reportado que el humor vitreo contiene catepsina D (Wolanska, et al 1995)
que es la enzima propuesta como responsable de la protedlisis de la PRL hacia la
PRL 16K (Baldocchi et al., 1993). Ademas en la rata la incubacion de PRL con
proteinas del humor vitreo resulta en su protedlisis hacia PRL 16K (Macotela,

Rivera y Clapp, resultados no publicados).

d. Actividad antiangiogénica de PRL 16K presente en liquido subretiniano.

Para investigar la posible naturaleza de la proteina inmunorreactiva de 16
kDa, analizamos si las PRLs presentes en el liquido subretiniano de los pacientes
con retinopatia del prematuro tienen acciones sobre la angiogénesis. Células
endoteliales de la vena umbilical bovina (BUVEC) fueron tratadas con diferentes
concentraciones de liquido subretiniano en presencia y ausencia de anticuerpos
anti-PRL (Fig 14).
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Figura 14. Efecto de concentraciones crecientes del liquido subretiniano de
pacientes con retinopatia del prematuro en presencia y ausencia de anticuerpos
policlonales anti-PRL sobre la proliferacion de células endoteliales (BUVEC) en
cultivo. Cada punto representa el promedio + el error estandar de triplicados. * P <
0.05 versus anticuerpos pre-inmunes (IgGs Pl). Las unidades arbitrarias (UA)
representan la absorbancia del producto colorido generado por la reduccion de las

sales de MTT y su valor es directamente proporcional al indice de proliferacion.



El liquido subretiniano por si solo estimulé la proliferacion de las células
endoteliales. Sin embargo, en presencia de anticuerpos anti-PRL se observd una
estimulacion mayor de dicha proliferacion con respecto al grupo control sin

anticuerpos o con anticuerpos pre-inmunes.

Es posible que el efecto estimulatorio de los anticuerpos anti-PRL pudiese
deberse a que los anticuerpos secuestran prolactinas anti-angiogénicas presentes
en el liquido subretiniano, presumiblemente a la PRL 16K. De esta manera estos
hallazgos apoyan la presencia de PRL 16K en el liquido subretiniano de estos

pacientes.

En este estudio no se compard la concentracion de PRL 16K en fluidos
oculares de pacientes con retinopatia del prematuro versus pacientes control, sin
embargo, si encontramos que hay un aumento en la PRL inmunorreactiva total en
relacion al padecimiento (Fig 7). Como ya se menciond, el aumento en PRL
inmunorreactiva podria reflejar una menor protedlisis hacia la PRL 16K que es
menos inmunorreactiva (Clapp et al., 1988). Alternativamente, el aumento en PRL
podria representar un aumento de las isoformas de 23 y 16 kDa. Si esto es asi, la
mayor generacion de PRL 16K antiangiogénica en los pacientes con RP podria
representar un mecanismo homeostatico capaz de promover la regresion de la
neovascularizacion en estos pacientes. De hecho las muestras se obtienen en una
fase tardia cuando la angiogénesis ya paré y los neovasos se encuentran en
regresion. De ser asi las muestras de los pacientes con RP no permiten investigar

la participacion de PRL sobre la patogénesis de este padecimiento.

Existe un modelo experimental de retinopatia del prematuro donde puede
ponerse a prueba la participacion de factores angiogénicos y antiangiogénicos en
la patogénesis y el desarrollo de las retinopatias vasoproliferativas. En este
modelo crias de ratas se exponen a hiperoxia durante 5 dias (del dia 7 al dia 12
después del nacimiento) y posteriormente a normoxia. Los cambios en la presion

de oxigeno resultan en la formacion de vasos sanguineos en la retina, la cual es



maxima hacia el dia 16 (4 dias después de la hiperoxia). En este modelo se
observoé que un inhibidor de la neovascularizacion ocular, el factor derivado de
epitelio pigmentario (PDEF), mantiene concentraciones altas durante la hiperoxia
mientras que el VEGF principal inductor de la angiogénesis ocular disminuye (Gao
et al., 2001). Sin embargo, una vez que las ratas se colocan en normoéxia (dia 13),
los niveles en la retina de estos dos factores se invierten y esta nueva relacion se
asocia con la progresion de la neovascularizacion retinal, que cuando es maxima
(dia 16) el PEDF ocular esta en sus niveles mas bajos. Finalmente, hacia el dia 18
los niveles de PEDF se van recobrando progresivamente y hacia el dia 22-26
cuando la neovascularizacion retinal es esencialmente inexistente, el PEDF vuelve

a sus niveles normales (Gao et al., 2001).

La posibilidad de que PRLs anti-angiogénicas participen en el control de la
angiogénesis ocular puede tener relevancia en la fisiopatologia de las retinopatias
vasoproliferativas. Es bien sabido que la homeostasis de la angiogénesis esta
regulada por un balance entre dos sistemas opuestos representados por factores
estimuladores e inhibidores de la neovascularizacion. Bajo condiciones
patolégicas como es el caso de la retinopatia diabética y la retinopatia del
prematuro, este equilibrio se inclina a favor de los factores estimulatorios. La
hipotesis mas aceptada en estas enfermedades oculares es que la retina en
respuesta a hipdxia, incrementa la produccion de los factores estimuladores y
reduce la produccién de los inhibidores de la angiogénesis (Miller et al., 1997 y
Gao et al., 2001). Bajo estos antecedentes nuestros resultados sugieren que la
PRL 16K esta presente en el liquido subretiniano de pacientes con retinopatia del
prematuro y que podria estar participando en la regresion de los nuevos capilares
determinantes de la enfermedad. Sin embargo, faltaria determinar si los niveles de
PRL 16K estan disminuidos durante la fase mas severa de la retinopatia
vasoproliferativa, probablemente debido a una reduccién en la actividad de las
proteasas responsables de su produccion. Para analizar esta hipotesis y como
continuacion de este proyecto se piensa establecer un modelo de retinopatia del

prematuro en ratones sometidos a hiperoxia que nos permita saber si los niveles



de PRL 16K y la actividad de la proteasa varian y participan en la progresion de
esta patologia. Mas importantemente. nos interesa explorar si el tratamiento con

PRL 16K intraocular puede controlar la progresion neovascular.

Por ultimo cabe resaltar que la identificacidon de inhibidores angiogénicos
endogenos (como podria ser el caso de la PRL 16K), que se alteran en
condiciones patologicas de neovascularizacion retinal pueden ayudarnos a

dilucidar posibles agentes terapéuticos capaces de controlar estos padecimientos.

En resumen, los hallazgos de esta tesis apoyan las siguientes Conclusiones:

1. En la retinopatia del prematuro tiene lugar un aumento en la PRL ocular y en la

PRL circulante.

2. La PRL 16K esta presente en el liquido subretiniano de pacientes con

retinopatia del prematuro y su concentracion es mayor a la de la circulacion.

Estas conclusiones son consistentes con la hipétesis de que isoformas
moleculares de la PRL participan en la fisiopatologia de la retinopatia del

prematuro.
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