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RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) es una enfermedad vasoproliferativa que se caracteriza
por la vasopermeabilidad y la neovascularizacion retinianas aberrantes que resultan en la
merma de la vision o en la ceguera en la diabetes. Las vasoinhibinas son una familia de
péptidos derivados de la protedlisis de la hormona prolactina (PRL) que inhiben la
angiogenesis y la vasopermeabilidad retinianas en la RD experimental. Estos péptidos se
han detectado en la retina, por lo que una disminucion de sus niveles podria favorecer el
desarrollo de la RD. En este trabajo investigamos la presencia, actividad y generacion de
las vasoinhibinas en vitreos de pacientes no diabéticos (grupo control) y con RD avanzada
o proliferativa (RDP). La evaluacion por Western blot de vitreos concentrados solo
permitio detectar vasoinhibinas en 5 de los 30 vitreos analizados. Sin embargo,
encontramos que el vitreo de pacientes control, pero no el de aquellos con RDP, inhibe la
proliferacion de células endoteliales en cultivo inducida por el factor estimulatorio del
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF). Esta accion anti-angiogénica se bloque6
mediante la inmunoneutralizacion de vasoinhibinas vitreas sugiriendo su contribucién en
este efecto. En contraste, el vitreo de pacientes con RDP, pero no el vitreo control, estimul6
por si solo la proliferacion de las células endoteliales. Estos hallazgos muestran las
propiedades anti-angiogénicas y pro-angiogénicas del vitreo de pacientes control y con
RDP, respectivamente, y sugieren que estos efectos pudieran estar asociados con una
disminucion en los niveles de vasoinhibinas durante la RDP. En apoyo a esta posibilidad,

encontramos que la incubacién de PRL recombinante con el vitreo de pacientes control

X



resulta en la generacion de una vasoinhibina de 17 kDa que se bloquea con inhibidores de
metaloproteasas de matriz (MMP), y que la generacion de dicha vasoinhibina es mayor que
con el vitreo de pacientes con RDP. Concluimos que los vitreos de pacientes control
contienen MMP capaces de generar vasoinhibinas en una mayor proporcion que los vitreos
de pacientes con RDP. De acuerdo con nuestro trabajo proponemos la posibilidad de que
una reduccion en la generacion y/o actividad de las vasoinhibinas vitreas pudiera contribuir

a la progresion de la RD humana.

Xl



I. INTRODUCCION
1.1 La angiogénesis

La angiogénesis es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes (Clapp et al 2008). Este proceso ocurre muy activamente
durante el desarrollo, acompafiando el crecimiento y la diferenciacion de los tejidos;
mientras que en la vida adulta la angiogénesis determina el crecimiento y funcién de
organos reproductivos femeninos y la reparacién de tejidos a consecuencia de lesiones o
fracturas (Carmeliet 2005). No obstante, la sobreproduccion de vasos sanguineos puede
contribuir a enfermedades tales como el céncer, las enfermedades cardiovasculares, la
artritis y las retinopatias vasoproliferativas. De hecho, en los tejidos del adulto, la mayoria
de los vasos sanguineos se encuentran en un estado inactivo y su proliferacion se mide en
afios. Pese a esto, las células endoteliales que conforman los vasos sanguineos mantienen su
habilidad para proliferar rapidamente en respuesta a un estimulo tal como la hipoxia o la
inflamacion que causa el desequilibrio a favor de los factores que promueven la
angiogénesis. Por consiguiente, la investigacién acerca de factores anti-angiogénicos
resulta interesante para el posible desarrollo de terapias contra la formacion excesiva o
aberrante de vasos sanguineos particularmente en las enfermedades angiogénico-

dependientes mencionadas.

1.2. La angiogénesis ocular

El ojo es un tejido sensorial complejo que, como la mayoria de los tejidos sanos

adultos, mantiene los vasos sanguineos en un estado latente. Para capturar y enfocar la luz,
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es importante que el sistema Optico del ojo sea transparente, por lo que, a diferencia de
otros tejidos, el ojo estd compuesto por varios compartimentos avasculares. Ejemplos de
estos son la cornea, el lente, el vitreo y la parte externa de la retina (Ross y Pawlina, 2011;
Clapp et al 2008). Como se mencion0 antes, una perturbacion en la regulacion del
crecimiento de los vasos sanguineos puede promover el desarrollo de retinopatias
vasoproliferativas tales como la degeneracién macular asociada con la edad, la retinopatia

del prematuro y la retinopatia diabética.

1.3 La retinopatia diabética

La retinopatia diabética es una complicacion que se desarrolla a partir de una
microangiopatia y genera cambios funcionales y estructurales en la retina. Estos cambios
pueden traducirse en un conjunto de lesiones caracteristicas que pueden conllevar a la
ceguera, y que se presentan en pacientes que han padecido la diabetes mellitus por varios
afios (Cai et al 2002). Las complicaciones vasculares de la diabetes son de las
manifestaciones mas graves de esta enfermedad y entre los mecanismos que la ocasionan se
encuentra la elevacion cronica de los niveles circulantes de glucosa. Las alteraciones
bioquimicas causadas por la hiperglucemia cronica pueden traducirse en el 0jo en un
aumento de la permeabilidad de la vasculatura retiniana, alteraciones en el flujo sanguineo,
engrosamiento de la membrana basal, neovascularizacién ocular, microaneurismas, pérdida
de pericitos y aumento en la proliferacion y migracién de células endoteliales capilares. En
la retina, los cambios en el flujo de la perfusion sanguinea producen hipoxia e isquemia. La
hipoxia estimula la activacion de diversas cascadas de sefializacion, incluyendo la

expresion de factores que promueven la vasopermeabilidad y la angiogénesis. Durante este



proceso de neovascularizacion, los vasos sanguineos se extienden por la retina e invaden el
humor vitreo, formando una membrana fibrosa que puede desprender la retina y causar la
ceguera (Durham et al 2011; Rask-Madsen et al 2013).

La retinopatia diabética es una de las enfermedades que se encuentra en la lista de
prioridad de enfermedades oculares de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), debido
a que es una de las causas principales de ceguera en adultos en edad laboral (Resnikoff
2004). Aunque las terapias hasta ahora existentes ayudan a reducir la pérdida de la vision,
son efectivas en porcentajes limitados de pacientes y algunas de ellas pueden llegar a ser
bastante costosas o tener efectos secundarios importantes (Simo et al 2008). Al respecto, la
fotocoagulacion panretiniana, que es la terapia mas comun para la retinopatia diabética,
reduce de manera significativa la pérdida de la vision en tan s6lo un 50% (Chen et al 2011).

En consecuencia, resulta de gran importancia investigar estrategias alternas para
contrarrestar las alteraciones vasculares generadas por la retinopatia diabética y restituir el
ambiente predominantemente anti-angiogénico del ojo sano. Dentro de estas alternativas,
ha surgido un importante campo de investigacion relacionado con el uso de inhibidores
enddgenos de la angiogénesis tales como las vasoinhibinas.

A continuacion, se describen antecedentes generales sobre las vasoinhibinas, su
generacion y efectos vasculares y como éstas influyen sobre la homeostasis del 0jo sano y

en la progresion de enfermedades vasoproliferativas oculares.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Vasoinhibinas

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos generados a partir del corte proteolitico
de la prolactina (PRL), la hormona de crecimiento, y el lactdgeno placentario (Clapp 2006).
Dentro de esta familia de hormonas, la PRL es una proteina de 23kDa producida
principalmente por los lactotropos del 16bulo anterior de la glandula pituitaria. Ademas, se
ha descubierto que la PRL es generada por varios tejidos extrahipofisiarios y que sus
receptores se localizan en practicamente todos los tipos celulares, lo que convierte a la PRL
en una hormona muy versatil, con mas de 300 funciones independientes (Bole-Feysot
1998). La diversidad funcional de la PRL, puede también derivar de modificaciones post-
traduccionales que modifican su estructura (Sinhal995). Al respecto, la PRL humana puede
ser cortada por proteasas como la catepsina-D (CD) (Piwinca et al 2004), la proteina
morfogénica de hueso 1 (BMP-1) (Ge et al 2007) y las metaloproteasas de matriz (MMP)
(Macotela et al 2006), generando a las vasoinhibinas: una familia de péptidos anti-
angiogénicos que contienen la region amino-terminal (N-terminal) de la PRL (Clapp et al
2006). Los pesos moleculares de las vasoinhibinas generadas varian entre 14 y 18kDa,
dependiendo de la proteasa que actle sobre la PRL. La proteolisis por la CD en las
posiciones 1-132, 1-147 y 1-150 de la PRL genera péptidos de 15.0, 16.8 y 17.2kDa
respectivamente (Piwinca et al 2004). En cuanto a la BMP-1, esta enzima corta a la PRL
entre los aminoacidos 159 y 160, produciendo vasoinhibinas de 18kDa (Ge et al 2007).
Finalmente, el procesamiento proteolitico por las MMP-1, 2, 3, 8, 9 y 13, corta en la union
peptidica 156-157 de la PRL, generando vasoinhibinas de 17kDa, las cuales pueden

continuar siendo procesadas por las mismas MMP para generar vasoinhibinas de 16 y
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14kDa (Macotela et al 2006). Cabe mencionar que todas las proteasas mencionadas
anteriormente llevan a cabo estos cortes proteoliticos en sitios que se encuentran cercanos o

dentro del asa que conecta a la tercera con la cuarta alfa-hélices de la PRL (Figura 1).

PRL Humana Vasoinhibina

L9

155

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura
tridimensional de la hormona de la prolactina (PRL) humana. Se
indican los sitios de corte proteolitico llevados a cabo por las diferentes
enzimas (lineas puntadas). La proteina morfogénica del hueso (BMP-1)
corta en el residuo 150, las metaloproteasas de matriz (MMP) en el
residuo 155 y la Catepsina-D (CD) en los residuos 132, 147 y 150. A la
derecha del esquema se representa la vasoinhibina generada por el corte
de las MMP. Tomado de Clapp et al 2008.

Hasta la fecha, se desconoce la naturaleza quimica de los receptores a las vasoinhibinas,
si bien se ha mostrado la presencia de sitios de unién saturables, especificos y de alta
afinidad en membranas aisladas de células endoteliales, a los cuales se unen las
vasoinhibinas de manera reversible, con una Ky de 0.9 a 9.9 nM (Clapp y Weiner 1992).
Asimismo, estos sitios de union estan asociados con proteinas de 32 y 52 kDa, que podrian
corresponder a un receptor o una proteina reguladora de las vasoinhibinas. Aln mas, en

estudios de competencia por la union de estos sitios, las vasoinhibinas mostraron ser las
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mas potentes, mientras que la PRL integra y la hormona de crecimiento humana no

compitieron por dicha union (Clapp y Weiner 1992).

2.2 Vias de sefalizacién de las vasoinhibinas

Las vasoinhibinas acttan directamente sobre células endoteliales en cultivo inhibiendo
su proliferacion (Clapp et al 1993), migracion (Lee et al 2007), permeabilidad (Garcia et al
2008) y vasodilatacion (Gonzalez et al 2004) inducida por distintas sustancias vasoactivas ,
tales como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento
basico de fibroblastos (bFGF), la interleucina 1-beta, la acetilcolina y la bradicidina. Las
vasoinhibinas previenen la proliferacion endotelial al inhibir la activacion de la via de las
cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) asi como mediante la inhibicion de la activacién
de la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) (D’Angelo et al 1995; Garcia et al 2008).
De hecho, ambas vias pueden interaccionar entre si. Por ejemplo, el 6xido nitrico (NO)
estimula la produccion de guanosin-monofosfato ciclico (cGMP), el cual activa a la
proteina cinasa dependiente de cGMP que a su vez fosforila/activa a Raf (Clapp et al 2006).
Por otra parte, las vasoinhibinas inhiben la vasopermeabilidad y la vasodilatacion a través
de activar a la proteina fosfatasa 2-A que defosforila e inactiva la eNOS (Garcia et al
2008). Relacionado con la regresion vascular, las vasoinhibinas actian mediante la
induccion de la apoptosis de las células endoteliales (Martini et al 2000; Duefias et al 2004)
a través de promover la activacion de proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl2 asi como
la activacion de caspasas mediadas por la via de sefializacion NFkB (Tabruyn et al 2008)

(Figura 2).
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Figura 2. Vias de sefalizacion través de las cuales actian las
vasoinhibinas en las células endoteliales. Las vasoinhibinas se unen a
sitios de union presentes en la membrana e inhiben la migracion y
proliferacion y estimulan su apoptosis. También bloquean la
vasopermeabilidad. Las flechas y las lineas discontinuas indican
acciones estimuladoras e inhibidoras, respectivamente. Abreviaciones:
IP3: Inositol trifosfato, PKG: Proteina cinasa G, PLC: Fosfolipasa C,
Vi: Vasoinhibinas. Tomado de Clapp et al 2006.

2.3 Vasoinhibinas y angiogénesis ocular

Se ha reportado la presencia de vasoinhibinas en la glandula pituitaria (Cruz-Soto et al
2009), en la circulacién (Torner et al 1995, Triebel et al 2009, Hilfiker-Kleiner et al 2007),
en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario (Méndez et al 2010), en el cartilago articular
(Macotela et al), en la cornea (Duefias et al 1999) y en la retina (Aranda et al 2005). En
condiciones fisioldgicas, el cartilago, la cornea y la retina se caracterizan por ser

avasculares (cartilago y cdrnea) o por tener una vascularizacion restringida (retina) (Clapp



et al 2006; Clapp et al 2008). Sus propiedades anti-angiogénicas y la presencia en estos
tejidos sugiere que las vasoinhibinas participan en la inhibicién de la vascularizacion
fisioldgica.

La restriccion de la vasculatura ocular ocurre a pesar de la presencia de una gran
variedad de factores pro-angiogénicos en el ojo (Sivalingam et al 1990; Gerhadinger et al
1998), sugiriendo el predominio de la accion de factores inhibidores por sobre la de los
estimuladores (Dorrell et al 2007). Por lo tanto, la alteracion de dicho equilibrio resultaria
en la angiogénesis patoldgica que caracteriza a las retinopatias vasoproliferativas.

La PRL esta presente en el humor acuoso humano (Pleyer et al 1991; Duefias et al
2004), y tanto ésta, como las vasoinhibinas se pueden detectar en la retina de la rata y del
mono (Rivera et al 2008; Aranda et al 2005). De manera interesante, en un estudio en
pacientes con retinopatia del prematuro (ROP), se encontrd una correlacion significativa
entre las concentraciones de PRL en el humor acuoso y las del fluido subretiniano (Duefias
et al 2004). Lo anterior es consistente con el hecho de que el fluido retiniano proviene en su
gran mayoria del vitreo y el flujo posterior del humor acuoso (Pederson y Toris 1985). Las
vasoinbinas intraoculares pueden provenir de la internalizacién y protedlisis de la PRL
circulante, dado que la PRL radioactiva inyectada intracardialmente se incorpora en la
retina, coroides y cuerpos ciliares (O’Steen y Sundberg 1982).

Por otra parte, la PRL también se produce intraocularmente. EI ARNm de la PRL ha
sido detectado en la retina en ratas (Aranda et al 2005). Aln mas, en los vasos sanguineos
de las membranas fibrosas retrolentales que se forman en pacientes con ROP se ha
encontrado ARNm de PRL, asi como evidencia de que ésta es procesada hacia
vasoinhibinas. Consistente con esta presencia de vasoinhibinas, los fluidos oculares

contienen enzimas capaces de cortar la PRL hacia vasoinhibinas (Duefias et al 2004).
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La posible participacion de las vasoinhibinas en mantener el ambiente
predominantemente anti-angiogénico del ojo sano fue mostrada en estudios donde se indujo
angiogeénesis mediante anticuerpos capaces de inmunosecuestrar a las vasoinhibinas o por
medio del ARN de interferencia capaz de bloquear la produccion de PRL en la retina
(Aranda et al 2005; Duefas et al 1999). Asimismo, el inmunosecuestro de vasoinhibinas en
ratas neonatas redujo la apoptosis de las células vasculares de los vasos hialoideos, lo cual
sugiere que las vasoinhibinas estimulan la regresion fisioldgica de estos vasos después del

nacimiento (Duefias et al 2004).

2.4 Vasoinhibinas y retinopatias

Las vasoinhibinas tienen potencial terapéutico en las retinopatias vasoproliferativas
debido a que inhiben la vasopermeabilidad, la vasodilatacién y la angiogénesis ocular
(Clapp et al 2008). A este respecto, la administracion local de vasoinhibinas en la cornea
inhibid la estimulacion de la neovascularizacién inducida por el bFGF (Duefias et al 1999);
la expresion de vasoinhibinas mediante el uso de vectores adenovirales inhibié la
neovascularizacion inducida por isquemia en un modelo murino (Pan et al 2004); la
inyeccidon de las vasoinhibinas puras o la terapia génica con vasoinhibinas utilizando
vectores derivados de virus adenoasociados blogued la vasopermeabilidad retiniana
inducida por VEGF y por diabetes en la rata (Ramirez et al 2011; Garcia et al 2008).
Ademas, la induccién de hiperprolactinemia en ratas diabéticas se asocidé con niveles
elevados de vasoinhibinas retinianas y con menor permeabilidad vascular en la retina

(Arnold et al 2010). Finalmente, se ha demostrado que los pacientes con retinopatia



diabética tienen niveles disminuidos de vasoinhibinas en suero (Triebel et al 2009), sin

embargo, no se conoce el nivel de vasoinhibinas en el vitreo de estos pacientes.

-10 -



I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la diabetes mellitus el estado de hiperglucemia cronico entre otras
complicaciones, promueve dafios microvasculares que, en la retina, favorecen el desarrollo
de la retinopatia diabética (Chen et al 2011). En los estados mas avanzados de la
enfermedad, nuevos vasos sanguineos invaden el vitreo, generando hemorragias y
formando tejido fibroso que puede desprender la retina ocasionando la pérdida de vision o
ceguera. Debido a la alta prevalencia de la diabetes, la retinopatia diabética es la principal
causa de pérdida de vision y ceguera en adultos a nivel mundial (Heng et al 2013). Pese a
décadas de investigacion en torno al desarrollo y tratamiento de la retinopatia diabética, la
prevalencia de esta enfermedad en la poblacion adulta sigue creciendo, siendo de un 40% a
nivel mundial y un 31.65% en México (Heng et al 2013, Rojas y Lima 2008). Un ejemplo
del aumento acelerado de la prevalencia de esta enfermedad es el crecimiento de un 89% de
la poblacion de adultos de mas de 40 afios con retinopatia diabética, entre el afio 2000 y
2010, en los Estados Unidos (Prevent Blindness America, Cole J. 2012). Por otra parte, de
acuerdo con estadisticas internacionales, se espera que la poblacion de personas con
retinopatia diabética crezca de 126.6 millones en 2011 a 191.0 millones de personas adultas
en 2030 (Zheng et al 2013). Con respecto a su manejo, la fotocoagulacién con laser es el
tratamiento méas empleado, se aplica en estados ya avanzados de la retinopatia y puede
tener varios efectos secundarios, que merman aun mas la vision.

Por todo lo anterior, resulta importante investigar los factores involucrados en el
desarrollo y progresion de la retinopatia diabética con el objetivo de mejorar el diagnostico

de la enfermedad, asi como desarrollar terapias mas efectivas y con menos efectos
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secundarios que permitan tratar a una mayor poblacion con diferentes estadios de la
enfermedad. Con respecto a esto, el estudio de las vasoinhibinas como inhibidores naturales

de la angiogénesis ocular reviste gran interes.

IV. HIPOTESIS

Las vasoinhibinas estan presentes en el vitreo humano y su generacién se altera a la

baja, en condiciones de retinopatia diabética

V. OBJETIVOS

5.1 General

Investigar la presencia, bioactividad y generacion de las vasoinhibinas en el vitreo humano

de pacientes no diabéticos y diabéticos con retinopatia diabética proliferativa.

5.2 Particulares

En pacientes no diabéticos y diabéticos con retinopatia diabética proliferativa:

1. Analizar la presencia de vasoinhibinas en el vitreo.

2. Analizar in vitro los efectos antiangiogénicos de las vasoinhibinas presentes en el vitreo.
3. Determinar la actividad de proteasas vitreas capaces de generar vasoinhibinas a partir de

PRL.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Pacientes y muestras

Pacientes de sexo masculino, entre las edades de 18-90 afios, se reunieron de manera
aleatoria en el Hospital “Luis Sanchez Bulnes” (Asociacion para Evitar la Ceguera en
México, México D.F.) y en el Instituto Mexicano de Oftalmologia (IMO) (Querétaro,
Qro.). A cada paciente, se le tomo y registro un historial médico detallado y se le someti6 a
una evaluacion oftalmoldgica completa. La presencia o ausencia de retinopatia diabética se
determind con base a la Escala Internacional de Severidad Clinica de Retinopatia Diabética
y Edema Macular Diabético (Wilkinson CP, Ferris). A partir de tal diagndstico, se separé a
los pacientes en dos grupos: un grupo control, sin diabetes y un grupo con retinopatia
diabética proliferativa (RDP). Sélo aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion (individuos que no presenten otras enfermedades o tomen algin medicamento que
altere los niveles séricos de PRL), fueron invitados a participar en el estudio. Criterios de
exclusion: historia médica de cirrosis hepatica, prolactinoma, otros adenomas pituitarios,
disfuncion tiroidea, lesiones torécicas en los ultimos 3 meses, sarcoidosis, tuberculosis,
histiocitosis, hipofisitis linfocitica o medicacion con antipsicéticos (fenotiazina,
haloperidol,  risperidona)  antidopaminérgicos  (metoclopramida, = domperidona),
antihipertensivos conocidos por su efecto en la secrecion de PRL (metildopa, verapamil),
estrdgenos, opiaceos o cimetidina. Las muestras de vitreo sin diluir fueron obtenidas en los
individuos sometidos a una vitrectomia siguiendo protocolos previamente reportados
(Quiroz-Mercado H 2005). El protocolo para la recoleccion de las muestras fue

previamente autorizado por los pacientes mediante un consentimiento firmado, y aprobado
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por el comité de ética de ambas instituciones- Instituto de Neurobiologia UNAM, Instituto

Mexicano de Oftalmologia.

6.2 Cuantificacion de la proteina total presente en las muestras de vitreo

de pacientes control y con retinopatia diabética proliferativa (RDP)

La cuantificacion de proteina total se llevé a cabo en las muestras de vitreo mediante la
técnica de Bradford, empleando una curva estandar de BSA (rango de 0- 2.5ug de proteina)
y una placa de microtitulacién de 96 pozos. 2l de muestra fueron mezclados con 200 pl de
una solucion de Bradford (BioRad Protein Assay Dye Reagent). Las muestras fueron
analizadas en un espectrofotémetro (iMark Microplate Absorbance Reader de BioRad) a

una longitud de onda de 595 nm e interpoladas en una curva estandar.

6.3 Determinacion de niveles de vasoinhibinas en vitreo

Los niveles enddgenos de vasoinhibinas en los dos grupos de pacientes fueron
determinados mediante el analisis por Western blot (Western Blotting Tools, Millipore),
empleando anticuerpos especificos contra la prolactina que reconoce a las vasoinhibinas,
con la ventaja de diferenciar por peso entre las distintas formas moleculares. Las muestras
fueron concentradas de 100ul a 30ul mediante centrifugacion, empleando filtros de
centrifugacion con un peso molecular de corte de 5kDa (Vivaspin 20, Vivaproducts, Inc.,
Littleton, MA). 80ug de proteina de vitreo fueron mezclados con 15 ul de buffer de
Laemmli (condiciones reductoras), calentados a 95°C durante 5 minutos, y sometidos a
electroforesis en geles al 15% de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE). Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (poro de 0.2um)
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durante 1h a 0.1A y bloqueados con leche al 5% en TBS-T para evitar la union inespecifica
de anticuerpos. Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C bajo
rotacion, con un antisuero anti-PRL humana previamente caracterizado y generado en
conejo (H-C1, dilucion 1:500; Duefias et al 2004) o con un anticuerpo monoclonal
(dilucion 1:75) dirigido contra el extremo amino-terminal de la hormona (N-Term, mAb
5602, Diagnostic Biochem Canada, Inc., London, Ontario, Canada). La deteccion de los
complejos antigeno-anticuerpo se realizO mediante el uso de anticuerpos secundarios
conjugados a fosfatasa alcalina y un kit comercial colorimétrico (Bio-Rad Laboratories,
Hércules, CA). Los valores de la densidad Optica fueron establecidos empleando el
software de analisis Quantity One 1-D (BioRad) y normalizados contra un estandar interno

de vasoinhibinas recombinantes humanas.

6.4 Proliferacion de células endoteliales en cultivo

El efecto de las vasoinhibinas presentes en los vitreos humanos sobre la angiogénesis se
analizo utilizando células endoteliales bovinas derivadas de la vena umbilical (BUVEC) en
cultivo. Las células, aisladas y cultivadas de acuerdo a protocolos reportados (Cajero-
Juarez 2002, fueron sembradas a una densidad de 5,000 células por 0.75 cm? (placas de 48
pozos) en 200ul de medio en medio celular completo (F12K Ham Kaighn’s modification,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO; suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) y 50 U/ml
de penicilina/estreptomicina). Una vez adheridas a la placa (3 a 4 horas posterior al
sembrado), las células fueron sincronizadas en la fase GO del ciclo celular mediante la
incubacion (12-16 horas) con 200 pl/pozo de medio F12K conteniendo 0.5% SFB. A

continuacion, las células se incubaron en presencia o ausencia de diferentes cantidades de
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proteina (25, 50 y 100ug) de vitreos de pacientes control (n= 6) o con RDP (n= 12). En
otros experimentos, después del paso de sincronizacién, las células se incubaron con el
mismo volumen de medio F12K 10% SFB conteniendo o no, el factor pro-angiogénico
bFGF (10 ng/ml; donacion de Scios, Mountain View, CA), y en presencia o ausencia de 25
ug de proteinas del vitreo de pacientes control o con RDP. Ademas, para inmunosecuestrar
a las vasoinhibinas presentes en el vitreo humano, un grupo de los experimentos se llevaron
a cabo en presencia del antisuero anti-PRL humana (H-C1, dilucién 1:100). Una hora
después de agregar los tratamientos, se agregaron 0.1 pCi de [*H]-timidina por pozo y se

determind su incorporacion al DNA celular al cabo de las siguientes 24 horas.

6.5 Ensayo para medir la actividad de proteasas vitreas

La actividad de proteasas vitreas capaces de generar vasoinhibinas a partir de PRL se
evalué mediante la incubacion de 200 ng de PRL recombinante humana (obsequio de
Michael E. Hodsdon, Yale University, New Haven, CT) con 15 pg de proteina de vitreo de
pacientes control o con RDP en un buffer de incubacion (Tris 200 mM pH 7.4, conteniendo
200 nM NaCl y 17. ImM CaCl,) a diferentes tiempos a 37°C y en agitacion (600 rpm). La
generacion de vasoinhibinas se establecio mediante el analisis de las muestras por SDS-
PAGE y Western blot, empleando el antisuero anti PRL-humana (H-C1, dilucion 1:300) o
el anticuerpo monoclonal N-term 5602 (dilucion 1:75). Las membranas fueron transferidas
durante 40 min a 25V. Se caracterizd la actividad enzimatica en funcion de la
concentracion proteica del vitreo (5, 15 y 30 pg) y del tiempo de incubacion (1, 3, 6, 12y

24 h). También se evaluo el efecto de inactivar al vitreo con calor a 90 °C durante 15 min
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con agitacion a 600 rpm). Para el resto de los experimentos se utilizaron 15 pg de proteina

del vitreo y 24 horas de incubacion.

La identidad de las proteasas intravitreales responsables del corte de la PRL hacia

vasoinhibinas se determind mediante el uso de distintos inhibidores de proteasas (Tabla 1).

Los inhibidores fueron preincubados con 15 pg de proteina del vitreo por 30 min a 37 °C,

600 rpm, antes de adicionar los 200 ng de PRL recombinante humana y el buffer de Tris

pH 7.4, la incubacion continud por 24 h.

Tabla 1. Concentraciones de los inhibidores de proteasas empleados en el estudio

Inhibidor Proteasa a la que inhibe Concentraciones
empleadas *

Pepstatina A Proteasas de aspartico (catepsina D) 1.4uM
PPACK Proteasas de serina (trombina) 1 uM

1-10 Fenantrolina | Metaloproteasas de Matriz 10mM
EDTA Metaloproteasas de Matriz 5mM
Aprotinina Proteasas de serina (como tripsina, Yy 10 pg/ml

excepto trombina)
GM6001/Galardina | Metaloproteasas de Matriz 10 uM

* Las concentraciones fueron las efectivas en los estudios de Macotela et al 2006 y Ofosu

et al 1986.
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6.6 Identificacion de MMPs intravitreales

Las MMP presentes en el vitreo de pacientes control o RDP se determinaron mediante
Western blot utilizando diferentes concentraciones de proteina total del vitreo dependiendo
de la MMP a detectar. La concentracion Optima para detectar a las MMP-3 fue 15 pg y para
las MMP-2, 9 de 30 pg. Las muestras de proteina de vitreo fueron mezcladas con 10 ul de
buffer de Laemmli (condiciones reductoras), calentadas a 95 °C durante 5 min, y sometidas
a SDS-PAGE en geles de 10 % (MMP-3) y al 7.5% (MMP-2 y MMP-9) de acrilamida. Los
geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (poro de 0.2 um) durante 1h a 0.1A.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C bajo rotacién, con
anticuerpos anti-MMP, a una dilucion de 1:300: anti-MMP-3 (N-Term, Anti-Matrix
Metalloproteinase-3, Sigma Aldrich), anti-MMP-2 (rabbit polyclonal, MMP-2 sc-10736,
Santa Cruz Biotechnology) o anti-MMP-9 (rabbit polyclonal, Anti-Matrix
Metalloproteinase-9 hinge region, Sigma Aldrich). La deteccion de los complejos antigeno-
anticuerpo se realiz6 mediante el uso de anticuerpos secundarios conjugados a fosfatasa
alcalina y un kit comercial colorimétrico (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA). Los
valores de densitometria fueron obtenidos empleando el software de analisis Quantity One

1-D (BioRad).

6.7 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como promedios = error estandar de la media (SEM).
El anadlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software Prism6 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA). Los datos mostraron una distribucion no normal, por lo que se

analizaron empleando la prueba de Kruskall-Wallis seguido de la prueba de comparacién
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multiple de Dunn o la prueba de Mann-Whitney. La prueba de correlacion de Pearson fue
usada para establecer correlaciones entre conjuntos de datos. Los valores de P <0.05 se

consideraron como estadisticamente significativos.
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VII RESULTADOS

7.1 Deteccién de vasoinhibinas en el vitreo humano

Péptidos con inmunorreactividad de PRL y pesos moleculares aparentes de 15, 17 y 18
kDa fueron detectados mediante Western blot en 5 de las 37 muestras de vitreo tanto de
pacientes control como con RDP, reveladas con el anti-suero anti-PRL (a-PRL) (Figura
3A). Su posible naturaleza de vasoinhibinas se apoyé mediante el uso de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la region amino terminal de la PRL, que es la parte de la PRL
presente en las vasoinhibinas (N-Term mAb) (Figura 3B). Si bien estos hallazgos sugieren
la presencia de vasoinhibinas en algunas muestras de vitreo humano, su ausencia en la
mayor parte de las muestras analizadas pudiera deberse a la baja sensibilidad del Western
blot. Con el propdsito de detectar a las vasoinhibinas endégenas presentes en el vitreo se
investigaron las propiedades anti-angiogénicas del vitreo humano y se intenté bloquear

dicha actividad con anticuerpos capaces de inmunosecuestrar a las vasoinhibinas.

A B
o-PRL N-Term mAb
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Figura 3. Vasoinhibinas (Vi) presentes en vitreo humano. (A) Anélisis por Western blot
de las proteinas tipo vasoinhibinas presentes en 80ug de proteina de vitreo de un paciente
control (C) y de cuatro pacientes con retinopatia diabética proliferativa (RDP) empleando el
anticuerpo anti-PRL (a-PRL). (B) Western blot representativo de una de las muestras de
vitreo mostrada en (A) reveladas con el anticuerpo monoclonal anti-PRL que reacciona con
el extremo amino-terminal de la molécula (N-Term).
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7.2 Efecto de vitreos de pacientes control y con RDP sobre la

proliferacion de células endoteliales en cultivo

La actividad anti-angiogénica de vitreos de pacientes control y con RDP se valoré sobre la
proliferacion de células endoteliales en cultivo inducida por el factor pro-angiogénico
bFGF y valorada a través de la incorporacion de timidina tritiada al DNA celular (Fig. 4).
Como se esperaba, el bFGF estimulé la proliferacion endotelial. La adicion del vitreo de
pacientes control, mas no la del vitreo de pacientes con RDP, se asocié con el bloqueo del
efecto pro-angiogénico del bFGF (Figura 4A). Cuando los mismos experimentos se
llevaron a cabo en presencia de anticuerpos capaces de inmunosecuestrar a las
vasoinhibinas endogenas (el anti-PRL; a-PRL), se bloqued el efecto antiangiogénico del
vitreo control. Sin embargo, la adicion de suero normal de conejo (NRS) no modificé el
efecto antiangiogeénico del vitreo control (Figura 4B). Estos hallazgos son consistentes con
la posibilidad de que el vitreo de pacientes control posea efectos antiangiogénicos en los
que participen vasoinhibinas enddgenas y que dicha participacion pudiera estar ausente en
el vitreo de pacientes con RDP dado que dicho vitreo no modificé el efecto mitogénico del
bFGF. También es posible que la ausencia de efecto antiangiogénico en el vitreo de
pacientes con RDP pudiera deberse a la mayor abundancia de factores pro-angiogénicos
capaces de neutralizar la accion inhibitoria de vasoinhibinas enddgenas. Procedimos
entonces a evaluar el efecto de los vitreos de ambos grupos sobre la proliferacién basal, en

ausencia de bFGF, de las células endoteliales en cultivo.
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Figura 4. Vasoinhibinas presentes en vitreos de pacientes control pero no de pacientes
con retinopatia diabética proliferativa inhiben la proliferacion de células endoteliales.
(A) Incorporacién de timidina tritiada ([*H]-timidina) al ADN de células endoteliales
bovinas derivadas de la vena umbilical incubadas en presencia (+) o ausencia (-) del factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), con o sin 25 pg de proteina de vitreo de
pacientes control (C) o con retinopatia diabética proliferativa (RDP). (B) Experimento bajo
las mismas condiciones que en (A) pero adicionando anticuerpo anti-PRL (a-PRL) 0 suero
normal de conejo (NRS). Los valores se expresan como el promedio = SEM. Los nimeros
en paréntesis indican los valores de n. ****pP < 0.0001, *** P < 0.0008, ** P < 0.01, *P
= 0.05.

Al respecto, tres diferentes cantidades de proteina total de vitreo (25, 50 y 100 pg) de
pacientes con RDP estimularon la proliferacion basal de las células endoteliales, mientras
que solamente la concentracién mas elevada (100 ug) del vitreo de pacientes control tuvo
un efecto estimulatorio (Figura 5). Estos hallazgos apoyan la mayor actividad
proangiogénica de los vitreos de pacientes con RDP con respecto a los de los pacientes

control.
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Figura 5. EIl vitreo de pacientes con retinopatia diabética proliferativa RDP es més
pro-angiogénico que el vitreo control. Incorporacién de timidina tritiada ([*H]-timidina)
al ADN de células endoteliales bovinas derivadas de la vena umbilical incubadas en la
presencia o ausencia (basal) de distintas concentraciones (25, 50 y 100 pg) de una mezcla
de vitreos de pacientes control (C) o con retinopatia diabética proliferativa (RDP). Los
valores se expresan como el promedio = SEM. Los valores se expresan como el promedio
+ SEM. Los nimeros en paréntesis indican los valores de n. ****P = 0.0001, *** P <
0.0008, ** P = 0.01, *P = 0.05

7.3. El vitreo contiene proteasas que cortan a la PRL en fragmentos de 15

a 18kDa

Con el propésito de analizar si la menor y mayor capacidad angiogénica vy
antiangiogénica; respectivamente, del vitreo control podria asociarse con una actividad
diferencial de proteasas capaces de generar vasoinhibinas presentes en el vitreo,
investigamos la actividad de dichas proteasas en el vitreo de pacientes control. Una
preparacion de PRL recombinante humana se incubo con diferentes concentraciones de
proteinas del vitreo de un paciente control (Figura 6 A, B) y por diferentes periodos de
incubacion (Figura 6 C, D). Las incubaciones se llevaron a cabo a un pH neutro (pH 7.4),

y los productos generados por la proteolisis de la PRL se evaluaron mediante Western blot
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con anti-suero anti-PRL (a-PRL). EI analisis por Western blot mostréo que la PRL es
cortada hacia fragmentos de 15 a 18kDa y que el corte es dependiente tanto de la
concentracion de proteina del vitreo como del tiempo de incubaciéon. Asimismo, la
protedlisis se debe a la actividad de proteasas debido a que dicho procesamiento

practicamente desaparecio al inactivar el vitreo con calor (Figura 6 A-D).
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Figura 6. Proteasas presentes en el vitreo humano procesan proteoliticamente a la
PRL humana. (A) Analisis por Western blot de los productos generados mediante la
incubacion de PRL recombinante humana con distintas concentraciones de proteina de un
vitreo de un paciente control durante 24h. Se observa la presencia de fragmentos de PRL de
15 a 18 kDa. (B) Cuantificacion por densitometria de los fragmentos de PRL generados
presentado en (A). (C) Analisis por Western blot de los productos generados por la
incubacion de PRL recombinante humana con 15 pg de proteina de un vitreo control
durante diferentes tiempos de incubacion. (D) Cuantificacion por densitometria de los
fragmentos de PRL generados presentado en (C). A: Vitreo inactivado con calor. Vi:
Vasoinhibinas. AU: Unidades arbitrarias.
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7.4 Los fragmentos de 15-18kDa de la PRL generados por el vitreo son

vasoinhibinas y resultan de la accion de MMP

La naturaleza de los fragmentos generados por el corte proteolitico de la PRL fue
analizada mediante Western blot revelados con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la
region amino terminal de la prolactina (N-Term), caracteristica de las vasoinhibinas
(Figura 7). En efecto, se acepta que sélo los fragmentos de PRL que contienen su extremo
amino terminal poseen propiedades anti-angiogenicas (Khurana et al 1999). Se encontro
que los anticuerpos N-Term identificaron los fragmentos de PRL de 15-18 kDa con una
intensa marca en una banda de 17kDa, que corresponde a las vasoinhibinas (Figura 7).

La identidad de las proteasas responsables del corte proteolitico de la PRL humana se
definid al incubar previamente el vitreo control con distintos inhibidores de proteasas. Se
observo que el corte de la PRL humana se blogue6 en presencia de los inhibidores de
MMP: EDTA, 1-10 fenantrolina (Phe), o galardina (Gal). Aln mas, el corte no se alter6 por
accion de otros inhibidores de proteasas tales como el inhibidor de proteasas de serina
(aprotinina, Apro), de trombina (PPACK) o de catepsina D (pepstatina A, PepA) (Figura
7).

PRL + )
buffer PRL + Vitreo Control

PepA PPACK Phe EDTA Apro Gal

Figura 7. MMP presentes en el vitreo humano cortan a la PRL humana hacia
vasoinhibinas. Analisis por Western blot de los fragmentos de PRL generados por la
incubacion de 15 ug de proteina de vitreo de pacientes control con 200 ng de PRL humana
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recombinante en presencia o ausencia del inhibidor de Catepsina D (PepA), de trombina
(PPACK), de proteasas de serina (Apro) y los inhibidores de las MMP (EDTA, Phe y Gal).
La incubacion se llevé a cabo a un pH neutro y el Western blot fue revelado con el
anticuerpo N-Term. La flecha indica la vasoinhibina generada de 17 kDa. EIl control
negativo corresponde a la PRL incubada bajo las mismas condiciones pero en ausencia de
vitreo.

7.5 La generacion de vasoinhibinas por MMP intravitrales es menor en

pacientes con RDP

Una vez establecida la presencia de MMP intravitreales capaces de generar
vasoinhibinas, se decidié evaluar si su actividad variaba en la PDR. Con este proposito se
comparé el procesamiento proteolitico de la PRL recombinante por el vitreo control y el
vitreo proveniente de pacientes con RDP. El analisis por Western blot revelado con el
anticuerpo N-Term mostré que la incubacién de la PRL con vitreos de pacientes control
resulta en una mayor generacion de vasoinhibinas que la incubacion con los vitreos de
pacientes con RDP (Figura 8A). Esta diferencia es estadisticamente significativa cuando se
evalla la densitometria de las bandas correspondientes a vasoinhibinas (Figura 8B). Esto

sugiere que la generacion de vasoinhibinas en el vitreo pudiera disminuir en la RD.

PRL + PRL +
Estandar Buffer Vitreo
Vi  PRL Vitreo c RPD
(6) (6)
. ' L 2001
25— *%
1504
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i 4 5
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15— - — 155 e
: h —14.0
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Figura 8. La actividad de MMP del vitreo para generar vasoinhibinas es menor en la
RDP. (A) Western blot representativo revelado con el anticuerpo monoclonal N-Term que
muestra los productos de protedlisis de la PRL recombinante incubada con vitreos de
pacientes control y de pacientes con RDP. Los pesos moleculares (kDa) de proteinas
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marcadoras se muestran a la derecha. Se muestra la migracion de preparaciones estandar de
vasoinhibinas humanas (Vi), de la PRL humana recombinante (PRL) y del vitreo de un
paciente control sin incubar. (B) Cuantificacion por densitometria de todas las
vasoinhibinas (14-18 kDa) generadas por la incubacion con vitreos control (barra blanca) y
con vitreos de pacientes con RDP (barra negra) Los valores se expresan como el promedio
+ SEM. Los nimeros en paréntesis indican los valores de n. ** P = 0.01. AU: unidades
arbitrarias

7.6 La cantidad de MMP vitreas es similar entre pacientes control y con

RDP

La menor actividad de MMP capaces de generar vasoinhibinas en los vitreos de
pacientes con RDP llevé a plantear la posibilidad de la produccion de MMP oculares
disminuyera en la RDP. Sin embargo, esta posibilidad no se apoya en la literatura. Diversos
estudios han mostrado que las MMP juegan un papel importante en el desarrollo de la RD (
Sivak et al 2002), y hay una mayor actividad de la MMP-2 y MMP-9 en vitreos de
pacientes con RDP (Mohammad et al 2012, Sivak et al 2002).

El andlisis por Western blot mostré la presencia de las MMP 2 y 9 precursoras
(inactivas) y de las formas activas (de menor peso molecular), asi como su presencia
similar entre los vitreos de pacientes control y con RDP (Figura 9 A, B). Eso sugiere, que
la diferencia en generacién de vasoinhibinas debida a MMP entre los dos grupos de
pacientes se debe a otras MMP y/o a una diferente actividad catalitica de las MMP

intravitreales.
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Figura 9. Las metaloproteasas de matriz MMP-2 y 9 estan presentes en vitreos de
pacientes control y con retinopatia diabética proliferativa. (A) Western blot
representativo de las MMP-2 y MMP-9 presentes en vitreos de pacientes control (C) y con
retinopatia diabética proliferativa (RDP). Se sefiala con la cabeza de flecha del lado derecho
de la figura los pesos moleculares de la isoforma precursora (MMP2) y el propéptido
(MMP9) y con una flecha los de las enzimas activas. (B) Cuantificacion por densitometria
de las MMP activas presentes en los vitreos de pacientes control (barra blanca) y con RDP
(barra negra). Los numeros en paréntesis indican los valores de n. AU: Unidades arbitrarias
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VI DISCUSION

Los resultados de esta tesis muestran que en el vitreo humano existen enzimas
pertenecientes a la familia de las metaloendopeptidasas capaces de procesar a la prolactina
hacia vasoinhibinas. En condiciones patolégicas como la retinopatia diabética (RD), la
generacion de las vasoinhibinas se ve alterada, pudiendo contribuir a la mayor actividad
pro-angiogénica observada en los vitreos de estos pacientes. Finalmente, parte de esta
respuesta podria explicarse por la actividad bioldgica que muestran las vasoinhibinas
presentes en el vitreo, como inhibidores de la proliferacion de células endoteliales.

A continuacidn, se discuten los hallazgos antes mencionados en relacion al desarrollo y
progresion de la RD.

El cuerpo vitreo es un gel que rellena la camara posterior del ojo, entre la retina y el
cristalino. El vitreo es avascular y estd compuesto de aproximadamente 99% de agua, una
matriz de colageno, glicosaminglicanos y una poblacion pequefia de hialocitos (Ross y
Pawlina2011). Debido a su composicion, se tenia el concepto de que la unica funcion del
vitreo era la de rellenar la cdmara posterior ocular. Sin embargo, en las ultimas décadas se
reconoce que el vitreo participa en el desarrollo y mantenimiento del ojo, asi como en la
progresion de diversas patologias oculares (Holekamp 2010; Nickerson 2005). Un claro
ejemplo de esto, es su contribucion a la patogénesis de la RD.

El vitreo pierde su avascularidad durante etapas avanzadas de la retinopatia diabética,
cuando los nuevos vasos sanguineos retinianos lo invaden causando hemorragias y la
formacion de un tejido fibroso que puede desprender la retina ocasionando pérdida de
vision o ceguera. La invasién vascular del vitreo se ve favorecida por un desequilibrio a

favor de factores pro-angiogénicos tales como el VEGF vy el factor de crecimiento derivado
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de plaquetas (PDGF), entre otros, cuya concentracion se incrementa en el vitreo de
pacientes con RD proliferativa (RDP) (Abcouwer 2013).

En este trabajo comparamos por primera vez las propiedades angiogénicas del vitreo
proveniente de pacientes con RDP con las de los pacientes control y presentamos
evidencias de que la mayor generacion de vasoinhibinas vitreas podria influir sobre la
mayor actividad antiangiogénica y menor actividad angiogénica del vitreo de pacientes
control. Asi, proponemos que una disminucién en los niveles endogenos de las
vasoinhibinas en el vitreo de pacientes con RDP promoveria alteraciones vasculares que
caracterizan a este padecimiento.

En la primera parte del estudio intentamos evaluar los niveles de las vasoinhibinas de
los vitreos a través de la técnica de Western blot, un ensayo semicuantitativo que es el
unico disponible para evaluar a estos péptidos y que adolece de una sensibilidad reducida y
de la dificultad de detectar diferencias pequefias de concentracion. Con este método
detectamos proteinas con inmunoreactividad tipo-PRL que probablemente corresponden a
vasoinhibinas dado su peso molecular aparente (15 a 18 kDa) y su reactividad con
anticuerpos policlonales anti-PRL y con el anticuerpo monoclonal anti-PRL dirigido contra
el extremo amino-terminal de la hormona, también presente en vasoinhibinas. Sin embargo,
las posibles vasoinhibinas solamente se detectaron en el 13.5% de las muestras vitreas
analizadas. Esto denota concentraciones pequefias de vasoinhibinas en el vitreo y, por ende,
la necesidad de implementar un método mas sensible para su deteccion. Al respecto, la
inmunoprecipitacion de vasoinhibinas previa al Western blot permitiria evaluar voliumenes
mayores de vitreo a los valorados en este estudio (500 vs. 10-30 pl). Para esto se deberan
obtener mayores volimenes de vitreo por paciente y/o llevar a cabo el agrupamiento de los

vitreos de varios pacientes.
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Diversos estudios han sugerido la presencia de factores antiangiogenicos en el vitreo
responsables de impedir su vascularizacion bajo condiciones fisiologicas (Clapp et al
2008). De hecho, se han medido factores antiangiogénicos en el vitreo normal de roedores
(Sheibani et al 2000 ) y humanos (Kim et al 2006, Sim¢ et al 2006 ), que incluyen al factor
de crecimiento derivado del epitelio pigmentario (PEDF) y a la trombospondina. La
ausencia de vascularizacion es esencial para la transparencia vitrea y, consecuentemente,
para la transferencia de la luz y la fototransduccion en la retina. En este trabajo
demostramos las propiedades antiangiogénicas del vitreo control. Encontramos que el
vitreo de pacientes control inhibe la estimulacion de la proliferacion de células endoteliales
inducida por el bFGF y que dicho efecto inhibitorio se bloquea con anticuerpos capaces de
inmunosecuestrar a las vasoinhibinas. Este Gltimo resultado es interesante pues sugiere que,
a pesar de su baja concentracion, las vasoinhibinas contribuyen significativamente al
efecto anti-angiogénico del vitreo bajo condiciones fisioldgicas. Méas aun, los hallazgos de
nuestro trabajo sugieren que la participacion de las vasoinhibinas vitreas se altera durante la
RDP. Encontramos que el vitreo de pacientes con RDP no solamente no inhibi6 el efecto
angiogénico del bFGF, sino por si mismo estimuldé la proliferacion endotelial en
concentraciones menores a las concentraciones proangiogénicas del vitreo control. La
actividad angiogenica diferencial de los vitreos es consistente con lo reportado previamente
en la literatura de que existe mayor concentracion de factores pro-angiogénicos en el vitreo
y en la retina de pacientes con RD en relacion a los vitreos de pacientes no-diabéticos (Kim
et al 2006; Abu El-Asrar et al 2011, Khan et al 2003). De tal manera, es posible proponer
que la mayor actividad pro-angiogénica del vitreo en la RDP implica mayor concentracion
de factores pro-angiogénicos y disminucion de los antiangiogénicos que presumiblemente

incluyen a las vasoinhibinas.
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Para analizar dicha posibilidad evaluamos si la generacion de vasoinhibinas en el vitreo
podria verse disminuida en la RDP. Para esto, incubamos una preparacion de PRL
recombinante humana con diferentes concentraciones de proteina del vitreo de pacientes
control y con RDP. Encontramos que ambos vitreos contienen MMP capaces de procesar a
la PRL hacia una vasoinhibina predominante de 17 kDa y que su actividad es mayor en los
vitreos de pacientes control. Las MMP son enzimas proteoliticas involucradas en la
remodelacion y mantenimiento de la arquitectura de los tejidos, incluyendo al ojo.
Multiples patologias oculares han sido relacionadas con la expresion de las MMP, debido a
que éstas estan involucradas en procesos tales como inflamacion, sefializacion celular,
invasion y neovascularizacion (Sivak et al 2002). Al respecto, en el vitreo humano se ha
identificado la presencia de las MMP 1, 2, 3, y 9 (Sivak et al 2002; Plantner et al 1997).
Ademas, en la RDP humana se ha encontrado aumento en la expresion y actividad
gelatinolitica de las MMP- especificamente de las MMP 2 y 9 en el vitreo y retina (Brown
et al 1994). En nuestro trabajo, la mayor actividad de las MMP para generar vasoinhibinas
no pareciera resultar de su mayor concentracion. En relacién con esto, encontramos niveles
similares de las MMP 2 y 9 en los vitreos de ambos grupos de pacientes. No obstante, cabe
volver a mencionar que la evaluacién por Western blot es semicuantitativa y no permite
evaluar diferencias pequefias que pudieran tener valor bioldgico. También es posible que
las MMP responsables de la mayor generacion de vasoinhibinas en los vitreos control no
sean las MMP 2 y la 9, ya que las otras MMP que se sabe estan presentes en el vitreo
(MMP1 y 3) también procesan a la PRL hacia vasoinhibinas (Macotela et al 2006).

Como se menciono antes, las vasoinhibinas han sido detectadas en la retina de roedores
(Aranda et al 2005; Arnold et al 2010) y en las membranas fibrovasculares de pacientes

con retinopatia del prematuro (Duefias et al 2004). Estos péptidos pueden generarse a
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partir de PRL sistémica que se incorpora al ojo, muy probablemente a traves de sus
receptores presentes en los cuerpos ciliares (Arnold et al 2010). También es posible que las
vasoinhibinas resulten del procesamiento de PRL sintetizada intraocularmente. Por otra
parte, tanto el ARNm de PRL como la proteina han sido identificados en distintos tipos
celulares de la retina de ratas y monos (Aranda et al 2005; Rivera et al 2008). Igualmente,
el ARNm de la PRL se expresa en los vasos sanguineos de las membranas fibrovasculares
retrolentales (Duefias et al 2004).

La importancia de las vasoinhibinas intraoculares reside en sus propiedades
antiangiogénicas e inhibitorias de la vasopermeabilidad y vasodilatacion ocular (Clapp et al
2008). Estos péptidos participan en la inhibicién natural de la angiogénesis retiniana
(Aranda et al 2005) y su administracion frena la progresion de la retinopatia diabética
experimental en la rata (Garcia et al 2008; Ramirez et al 2011; Arnold et al 2010). Ademas,
hay evidencias de que los niveles circulantes de vasoinhibinas se reducen en pacientes con
RDP (Triebel et al 2009). El presente trabajo reafirma la posible influencia de las
vasoinhibinas en la progresion de las retinopatias vasoproliferativas, en particular en la
diabética. Nuestros resultados son consistentes en que las vasoinhibinas estan presentes en
el vitreo humano y que su generacion y, por ende, su actividad, se reduce en la retinopatia
diabética

Finalmente, este trabajo de tesis permiti6 mostrar que los vitreos de pacientes con
retinopatia diabética poseen una mayor actividad proangiogénica, asi como una menor
respuesta antiangiogénica comparados con los vitreos de pacientes control. Proponemos
que el desequilibrio en la generacién y accion de las vasoinhibinas en la RDP favorece la
progresion de esta enfermedad a través de la reduccién del ambiente normalmente

antiangiogénico que caracteriza al vitreo sano, asi como la promocion de factores pro-
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angiogenicos. En conclusion, los hallazgos de este trabajo de tesis confirman la importancia
de las vasoinhibinas en el mantenimiento del ambiente avascular del vitreo sano asi como

en la prevencion y origen de la retinopatia diabética.
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ANEXO I:

Apro
bFGF
BMP-1
BSA

C

Ca*"-CaM

CD
cGMP
EDTA
eNOS
Gal
1P
mADb
MAPK
MMP
NFkB

NO
NRS
N-term
PAI-1
PDGF
PEDF
Phe
PKG
PLC
PP2A
PPACK
PRL
RD
RDP
ROP
SEM
TIMP-2
uPA
VEGF
Vi

LISTA DE ABREVIATURAS

Aprotinina

Factor de crecimiento basico de fibroblastos
Proteina morfogénica del hueso -1
Albumina de suero bovino
Control- pacientes no diabéticos
Ca?* calmodulina

Catepsina D

Guanosin monofosfato ciclico
Acido etilendiaminotetraacético
Sintasa de 6xido nitrico endotelial
Galardina

Inostilo trifosfato

Anticuerpo monoclonal

Cinasas activadas por mitégenos
Metaloproteasas de matriz

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

celulas B activadas

Oxido nitrico

Suero control

Amino terminal

Inhibidor del activador del plasmindgeno
Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario

Fenantrolina

Proteina cinasa G

Fosfolipasa C

Proteina fosfatasa 2A

D-Phe-Pro-Arg Clorometilcetona
Prolactina

Retinopatia diabética

Retinopatia diabética proliferativa
Retinopatia del prematuro

Error estandar de la media

Inhibidor tisular de metaloproteasas 2
Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
Factor de crecimiento vascular endotelial
Vasoinhibinas
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