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RESUMEN

Las vasoinhibinas (Vi) son una familia de péptidos anti-angiogénicos
derivados de la protedlisis de la hormona prolactina (PRL). Dado que las
vasoinhibinas estan presentes en la retina y la retinopatia diabética esta
determinada por la angiogénesis retiniana, nuestra hipoétesis es que en la condicion
diabética ocurre una regulacion a la baja en la produccién de Vi que podria favorecer
a la progresion de esta enfermedad. Por lo tanto, nosotros investigamos los niveles
de vasoinhibinas en la retina y la protedlisis de la PRL en los ojos de ratas diabéticas
y no diabéticas.

Para inducir la diabetes, las ratas fueron tratadas con una inyeccion de
estreptozotocina o vehiculo. Cuatro semanas después, las vasoinhibinas presentes
en la retina fueron evaluadas por Western blot. La actividad de las proteasas
oculares encargadas de generar vasoinhibinas a partir de la PRL, fue evaluada
mediante una inyeccion de PRL recombinante en el ojo de ratas tanto diabéticas
como no-diabéticas y los productos de la protedlisis presentes en el vitreo a
diferentes tiempos, fueron analizados por Western blot.

Los resultados obtenidos mostraron altos niveles de vasoinhibinas en la
retina de ratas diabéticas con respecto a las retinas no-diabéticas. La PRL inyectada
en el vitreo fue parcialmente convertida hacia vasoinhibinas desde las 2 y hasta las
24 horas después de la inyeccién. Tanto la PRL como las vasoinhibinas resultantes
fueron degradadas con el tiempo y esto ocurrié en mayor grado en los ojos de las
ratas diabéticas.

Estos resultados sugieren que en la condicion de diabetes aumentan las
proteasas oculares capaces de generar pero también de degradar a las
vasoinhibinas. El equilibrio entre estas acciones proteoliticas podrian promover la
estabilidad de las vasoinhibinas retinianas para ayudar a contrarrestar la

angiogénesis en la retinopatia diabética.

Palabras clave: vasoinhibinas, diabetes mellitus, retinopatia diabética,

angiogénesis.



SUMMARY

Vasoinhibins are a family of antiangiogenic peptides derived from prolactin
(PRL) by proteolytic cleavage. Given that vasoinhibins are present in the retina and
excessive retinal angiogenesis determines diabetic retinopathy, we hypothesized
that in the diabetic condition, there is a downregulation of retinal vasoinhibins that
contributes to the progression of diabetic retinopathy. We therefore compared the
levels of vasoinhibins and the activity of PRL cleaving enzymes in the retina of
diabetic and non-diabetic rats.

Vasoinhibins in the retina of non-diabetic and diabetic rats treated four
weeks prior with a single injection of streptozotocin, were evaluated by Western blot.
The activity of ocular proteases generating vasoinhibins from PRL was evaluated by
injecting recombinant PRL intravitreally into the eyes of rats and determining
vasoinhibins in the vitreous at different time points by Western blot. Higher levels of
vasoinhibins were detected in the retina of diabetic rats and compared to non-
diabetic counterparts. PRL injected intravitreally was partially converted to
vasoinhibins from 2 and up to 24 hours following injection. Both PRL and the
resulting vasoinhibins were degraded over time and such proteolytic processing was
higher in eyes from diabetic rats.

These findings suggest that the diabetic condition associates with
upregulation of ocular proteases able to generate but also degrade vasoinhibins.
The balance between these proteolytic actions may promote the stability of retinal

vasoinhibins to help counteract pathological angiogenesis in diabetic retinopathy.

Key words: vasoinhibins, diabetes mellitus, diabetic retinopathy, angiogenesis.
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INTRODUCCION
La formacién de vasos sanguineos o angiogenesis en la retina es la causa

de la pérdida de la vision en la retinopatia diabética, que es una de las
complicaciones mas frecuentes y tempranas de la diabetes. La retinopatia diabética
se origina a consecuencia de una reduccién severa en la perfusion sanguinea que
produce hipoxia en la retina. La hipoxia estimula e inhibe la expresion de factores
estimuladores e inhibidores de la vasopermeabilidad y de la angiogénesis,
respectivamente. El desequilibrio a favor de factores proangiogénicos resulta en la
formacion de nuevos vasos sanguineos en la retina que invaden y sangran en el
vitreo donde llegan a formar una membrana fibrovascular que puede ejercer traccion
sobre la retina ocasionando su desprendimiento y, por ende, ceguera. Por lo tanto,
es claro el gran interés por entender los factores reguladores de la vascularizacién
retiniana capaces de frenar las alteraciones vasculares debidas a la diabetes.

Las vasoinhibinas son una familia de péptidos derivados de la protedlisis
de la hormona prolactina (PRL) que inhiben la angiogénesis, la vasodilatacion y la
vasopermeabilidad. Estudios recientes indican que tanto la PRL como las
vasoinhibinas estan presentes en la retina (Aranda et al., 2005; Rivera et al., 2007),
y que estas ultimas influyen sobre la vascularizacion de tejidos oculares bajo
condiciones normales y patoldgicas. La inmunoneutralizacion de vasoinhibinas
induce la proliferacién de vasos sanguineos en la cérnea (Duefias et al., 1999) y en
la retina (Aranda et al., 2005) y la administracion intraocular de vasoinhibinas inhibe
la vasopermeabilidad y la angiogénesis en modelos murinos de retinopatia diabética
(Pan et al., 2004; Garcia et al., 2008). De acuerdo a estos estudios se ha propuesto
que las vasoinhibinas constituyen reguladores fisiolégicos de la vascularizacién
retiniana y, por tanto, que la alteracién en sus niveles pudiera influir sobre la
progresion de la retinopatia diabética.

En este trabajo de tesis investigamos la presencia de vasoinhibinas en la
retina de la ratas no diabéticas y diabéticas y si la actividad de proteasas capaces
de generarlas se altera bajo condiciones de diabetes. A continuacion se revisan
algunos antecedentes generales sobre la diabetes mellitus, la fisiopatologia de la

retinopatia diabética, y la generacion y acciones vasculares de las vasoinhibinas.



ANTECEDENTES
Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades no transmisibles
mas comunes y actualmente se le considera un problema de salud publica a nivel
de pandemia. En el afio 2001 se estimé que habria 300 millones de pacientes con
DM para el afio 2025 (Federacion Internacional de Diabetes, 2013). Sin embargo,
la realidad ha sobrepasado las expectativas. A finales del afio pasado, el nUmero
de personas con DM aumentd a 382 millones y se espera que para el afio 2035
sean 592 millones. Ademas, se cree que existen alrededor de 175 millones de
personas diabéticas no diagnosticadas. La mayoria de los diabéticos tienen entre
20 y 79 afnos y el 80% de ellos vive en paises de ingresos medios y bajos
(Federacion Internacional de Diabetes, 2013). México ocupa el sexto lugar a nivel
mundial con 8.7 millones de diabéticos y la DM actualmente figura entre las primeras
causas de muerte en el pais (Gutiérrez et al., 2012).

La DM se describe como una enfermedad crénico degenerativa de caracter
heterogéneo debido a su etiologia multiple. Deriva de un trastorno metabdlico
caracterizado por una condicion de hiperglucemia e intolerancia a la glucosa, que
aparece cuando el cuerpo no puede producir suficiente insulina o no puede usar la
insulina eficazmente (Harris y Zimmet, 1997). La insulina es una hormona producida
por el pancreas que permite que la glucosa de los alimentos entre en las células del
cuerpo, donde se convierte en la energia necesaria para que funcionen las células
y los tejidos. Una persona con diabetes no absorbe adecuadamente la glucosa, y
esta se acumula en la sangre (hiperglucemia) lo cual, con el tiempo dafia los tejidos
del cuerpo. Este dafo puede conducir a una discapacidad y a complicaciones de
salud que pueden llegar a ser mortales.

Se reconocen 3 tipos principales de DM, la tipo 1, la tipo 2 y la DM
gestacional. La DM tipo 1 se caracteriza por una deficiencia en la secrecion de
insulina debido a la destruccion de las células beta del pancreas por el sistema
inmunoldgico (Daneman, 2006). A este tipo de diabetes también se conoce como
diabetes dependiente de insulina. La DM tipo 2 es la forma mas comun, su origen

es multifactorial y esta asociado a la obesidad, mala alimentacion, inactividad fisica,



factores genéticos, etnicidad, etc., (Stumvoll et al., 2005). Con el tiempo estas
condiciones pueden conducir a la resistencia de la accién de la insulina que
caracteriza a la DM tipo 2 (Deshpande et al., 2008).

En la diabetes gestacional las mujeres desarrollan resistencia a la insulina
por lo general, alrededor de la semana 24 del embarazo. La resistencia a la insulina
parece deberse a la accion de hormonas producidas por la placenta (Persson y
Hanson, 1998).

Existe un estado denominado “prediabetes” que describe una condicion en
la cual las personas presentan niveles altos de glucosa en sangre, pero no tan altos
como para considerarse DM. Se estima que unos 316 millones de personas en el
mundo, o sea el 6,9% de la poblacién adulta mundial, se encuentra en esta
condicion que posee un alto riesgo de progresar a DM tipo 2 (Deshpande et al.,
2008).

En cualquier tipo de diabetes, la falta de incorporacion de la glucosa a las
células resulta en hiperglucemia, la cual desencadena alteraciones bioquimicas
gue con el tiempo afectan a diversos tejidos del cuerpo y conduce a complicaciones
muy severas. Estas complicaciones pueden ser macrovasculares como son dafios
cardiovasculares, ataques cerebrovasculares y enfermedades vasculares
periféricas; y complicaciones microvasculares que producen dafios al sistema
nervioso (neuropatias), dafios renales (nefropatias) y dafios oculares (retinopatia
diabética; RD) (Cai y Boulton, 2002).

La RD se define como una complicacién microvascular crénica que provoca
lesiones, oclusion y proliferacion de los vasos sanguineos de la retina (Powers,
2005, Cheung et al., 2010). Para poder entender la importancia de la vascularizacién
retiniana y como la calidad visual se ve seriamente afectada por la RD es necesario

explicar algunos aspectos de los componentes oculares.



Componentes oculares

La retina es la capa mas interna del ojo, esta conformada por tejido neural
y se encarga de captar y convertir la luz en impulsos eléctricos que, en el sistema
nervioso central, dan lugar a la percepcion visual. La luz recorre de forma sucesiva
la cérnea, el humor acuoso, el cristalino y el cuerpo vitreo hasta llegar a la retina
(Figura 1A). Este eje visual debe permanecer transparente para que la luz pueda
pasar sin sufrir alguna desviacion y dicha transparencia se relaciona con la ausencia
de vascularizacion. La cornea, el cristalino, el vitreo y la cara externa de la retina
son avasculares, toman el oxigeno y los nutrimentos por difusion a partir de los
fluidos oculares. El cuerpo vitreo es un gel que ocupa la camara posterior del ojo y
esta mayormente compuesto por agua, colageno y acido hialurénico. El vitreo
contribuye a mantener la presion ocular, evita que el globo ocular se colapse,
absorbe impactos y mantiene a la retina en su posicion. La retina esta formada por
diversos tipos celulares distribuidos en diez capas (Figura 1B) que a partir de su
limite con el vitreo corresponden a la membrana limitante interna (MLI), la capa de
fibras nerviosas (CFN) formada por prolongaciones de axones de las células
ganglionares; la capa de células ganglionares (CCG), la capa plexiforme interna
(CPI), la capa nuclear interna (CNI) constituida por los nucleos de las células
bipolares, amacrinas y horizontales; la capa plexiforme externa (CPE) formada por
fibras nerviosas que provienen de los fotorreceptores (conos y bastones); la capa
nuclear externa (CNE), la membrana limitante externa (MLE), la capa de
fotorreceptores (CF) y finalmente, el epitelio pigmentario retiniano (EPR). Las
células del EPR contienen gran cantidad de melanina, que absorbe el exceso de luz
e impide su reflejo sobre otras partes de la retina y el consecuente deterioro de la

percepcion visual.
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Figura 1l A) Estructura del ojo humano. B) Tipos celulares que conforman las capas
de laretina. (Esquema modificado de Koeppen y Stanton, 2008).

Vascularizacion de laretina

El aporte sanguineo de la retina se lleva a cabo por medio de dos sistemas
vasculares separados, el sistema vascular retiniano y el sistema vascular coroideo.
El riego sanguineo que nutre a las capas internas de la retina proviene de la arteria
central, una de las ramas de la car6tida interna, la cual penetra en el ojo, junto con
el nervio Optico y luego se divide para irrigar toda la superficie interna de la retina.
Asi, las cuatros capas internas de la retina (MLI, CFN, CCG, CPI y CNI) tienen su
propio riego sanguineo, independiente de la coroides. Sin embargo esta irrigacion
no es suficiente para las capas mas externas de la retina (CPE, CNE, MLE, CF y
EPR) que dependen de la difusion de oxigeno y nutrientes a partir de los vasos
coroideos.

Los vasos sanguineos coroideos también provienen de la arteria central
(Pournaras et al., 2008). La arteria central se divide en dos ramas principales que a
su vez se ramifican en arteriolas y capilares. La pared de capilares esta compuesta
por tres elementos: células endoteliales, pericitos y membrana basal. Cabe sefialar
que la irrigacion sanguinea ocular esta limitada por la barrera hematorretiniana que
forma la capa continua de células endoteliales carente de fenestraciones (poros), la

presencia de multiples pericitos y las uniones cerradas entre las células del EPR y
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del epitelio de los cuerpos ciliares (estructuras localizadas entre el iris y la porcion
mas anterior y periférica de la retina responsables de la produccion del humor
acuoso) (Kaur et al., 2008). Por ello, para entrar o salir de la retina, la mayor parte
de las sustancias requieren un transporte activo a través de las células endoteliales,
del EPR y de los cuerpos ciliares.

De acuerdo a esta informacion es claro que la vascularizacion ocular y en
particular la de la retina se encuentra sujeta a un control muy estricto, cuya
alteracion puede conducir a la sobreproduccion de vasos sanguineos que

caracteriza a las llamadas retinopatias vasoproliferativas que incluyen a la RD.

Fisiopatologia de la RD

La RD es la segunda causa de ceguera irreversible y discapacidad visual
en la poblacion mundial en edad laboral (20 a 74 afios) (Fong, 2004). Se estima
que en México 2 de cada 5 persona que padecen diabetes cursan con RD (Gutiérrez
et al., 2012). Un estudio en un grupo de pacientes con diabetes con seguimiento a
largo plazo, reporté que la incidencia de RD fue de 23,48y 71% alos 3, 6 y 12 afios
con la enfermedad, respectivamente (Rodriguez et al., 2005). Asi, la incidencia de
la RD se incrementa con la duracion del padecimiento y se considera que luego de
20 afos el 95% de las personas con DM tipo 1 y mas del 60% de aquellas con DM
tipo 2 iniciaran con algun tipo de retinopatia (Mohamed et al., 2007). Los principales
factores de riesgo para que se desarrolle RD son el tiempo de evolucién de la
diabetes, la hiperglicemia crénicay la hipertensién arterial (Lamoureaux et al., 2004,
Cheung et al, 2010).

En la RD se presentan alteraciones a nivel estructural y funcional en los
vasos de la retina, que incluyen lesiones, oclusién y proliferacion (Cheung et al.,
2010). Los mecanismos fisiopatologicos que conducen a la RD son complejos y no
se han dilucidado en su totalidad. Aunque ya se ha confirmado la fuerte asociacion
entre la hiperglicemia crénica y el inicio y la progresiéon de la RD, el mecanismo
subyacente que conduce al dafio microvascular como resultado de la hiperglicemia,
sigue siendo poco claro (Matthews et al., 2004). Al respecto, se han propuesto

algunas vias bioquimicas que actian como posibles vinculos entre la hiperglicemia
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y la RD. Estos incluyen el incremento en la sobreproduccion de polioles, la
activacion de la via de la proteina cinasa C (PKC)-diacilglicerol (DAG), la produccién
de especies reactivas de oxigeno, la glicosilacién de diversas proteinas, leucostasis
etc (Brownlee, 2005; Tarr et al.,2012).

La via del poliol o sorbitol, consiste en una cascada de reacciones quimicas
catalizadas por la enzima aldosa reductasa donde se obtiene fructuosa a partir de
glucosa, pasando por el sorbitol. El incremento de esta via disminuye los niveles de
NADPH que se requieren para la generacion de glutation reducido, un antioxidante
intracelular muy importante. Al tener bajas concentraciones de glutation reducido,
las células se vuelven muy susceptibles al estrés oxidativo que, en etapas
tempranas de la diabetes, produce la disfuncion de las células endoteliales (Kern'y
Engerman, 1995). Ademas, el NADP+ procedente de la via del poliol desvia el
metabolismo de la glucosa hacia la sintesis de novo de diacilglicerol (DAG). El DAG
es un activador natural de la proteina cinasa C (PKC), y la PKC estimula la expresién
de endotelina-1, que disminuye el flujo capilar causando isquemia en la retina. La
isquemia retiniana estimula la sintesis del factor endotelial de crecimiento vascular
(VEGF), que es un potente factor angiogénico, por parte de los pericitos y de otras
células locales (Das-Evcimen y King, 2007). Posteriormente, los pericitos mueren
por efectos combinados del estrés oxidativo a consecuencia de la via del sorbitol y
la glicosilacion no enzimatica (Hammes et al., 2011).

La glicosilacion no enzimética se define como la adicién de la glucosa al
grupo amino de la lisina de las proteinas plasmaticas vy tisulares. Trae como
consecuencia que las proteinas nativas modifiquen su estructura, sus propiedades
fisicoquimicas y sus funciones bioldgicas. El grado de glicosilacion dependera de la
concentracion de glucosa en el medio y del tiempo de vida media de la proteina.
Cuando las concentraciones de glucosa se mantienen altas crénicamente, los
productos de las reacciones de glicosilacion se estabilizan y se transforman en los
llamados productos finales de glicosilacion conocidos como AGE (Advanced
Glycosylation End Product) (Kennedy, 1982). Los AGE alteran las propiedades de
la membrana plasmatica del endotelio favoreciendo la leucostasis, también tiene

lugar la glicosilacion no enzimatica de la hemoglobina que disminuye su capacidad
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transportadora de oxigeno que conlleva a la hipoxia (Gabbay, 1982). Ademas, se
conoce que los AGE también inducen la expresion de genes que dan lugar a la
expresion de factores como el VEGF, que inducen el aumento de la permeabilidad
vascular y la vasodilatacion que lleva a la simultanea acumulacion de proteinas de
origen plasmatico en la membrana basal del capilar, conduciendo a la oclusion de
la luz capilar (Cai y Boulton, 2002). Todos estos mecanismos conllevan a una
disminucién en la perfusion sanguinea y consecuentemente a una hipoxia local.

La hipoxia, por si misma, promueve la angiogénesis ya sea estimulando la
produccion de factores angiogénicos o inhibiendo la de los factores
antiangiogénicos (Carmeliet, 2005). En la retina de pacientes diabéticos, los nuevos
vasos sanguineos tienden a crecer en direccion del vitreo, son fragiles y
susceptibles a sangrar, lo cual genera hemorragias vitreas que interfieren con la
vision, pero que ademas favorece la produccion de un tejido fibroso que al ejercer
traccion sobre la retina, la llega a desprender ocasionando ceguera (Frank, 2004,
Yam y Kwok, 2007).

La RD se clasifica basicamente en dos etapas: no proliferativa (RDNP) y
proliferativa (RDP) (Figura 2). La RDNP es la fase inicial y se caracteriza por el
engrosamiento de la membrana basal de los capilares, la apoptosis y el
desprendimiento de pericitos y del endotelio vascular, 1o que a su vez aumenta la
vasopermeabilidad y la oclusion de los vasos retinianos. Estas alteraciones se
traducen en cambios histoldégicos vasculares en la retina que incluyen
microaneurismas, vasos tortuosos, hemorragias intraretinianas y formaciones
vasculares algodonosas. En la RD proliferativa, como su nombre indica, tiene lugar
la proliferacion de vasos sanguineos andmalos que en sus etapas avanzadas
invaden y sangran en el cuerpo vitreo y llegan a ocasionar el desprendimiento de
la retina (Frank, 2004).
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Retina sana Retina con RD
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) Nuevos vasos
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Vasos sanguineos X
exudados y hemorragias

Formaciones algodonosas

Figura 2 Esquema que muestra una retina normal y una retina con RD, en la
cual se indican las alteraciones vasculares que caracterizan al padecimiento.
(Modificada de Frank, 2004).

Tratamientos parala RD

Para evitar el desarrollo de la RD y la posterior pérdida de la vision, las
estrategias actuales se basan en el control de la glicemia y en la fotocoagulacién
laser (Bhavsar, 2008). La técnica de laser para el tratamiento de enfermedades
retinianas se utilizé por primera vez por los oftalmélogos Moréon Salas y Meyer-
Schwickerath, en 1949 y se describi6 como la quemadura terapéutica retiniana
provocada por luz. En la década de los 70’s se usé por primera vez para tratar la
RD por el oftalimo6logo Duke-Elder quien consiguié la regresion de los exudados
duros vasculares con este método (Pinazo Duran y Garcia Medina, 2008).

La fotocoagulacion con laser tiene su efecto sobre la retina cuando la
radiacion luminosa se convierte en energia térmica (Suomalainen, 1993). Esto
genera pequefias quemaduras en zonas discretas de la retina con el propésito de
eliminar el tejido isquémico y productor de factores proangiogénicos (Singh et al.,
2008). Sin embargo, este procedimiento solamente es eficaz en el 50% de los
diabéticos, es destructivo en si mismo y conlleva a efectos colaterales no deseados

gue incluyen la presencia de glaucoma, la interferencia con la visién nocturna y el
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desarrollo de lesiones neurales que traen consigo la disminucion irreversible de la
vision.

La vitrectomia es otro tratamiento de la RD que consiste en remover y
sustituir una porcién o todo el vitreo. Se lleva a cabo en cuadros avanzados de
hemorragias vitreas o de desprendimiento de retina, cuando gracias a la vitrectomia
se elimina el tejido fibrovascular y se reubica la retina desprendida. El inconveniente
que presenta este procedimiento quirargico es el hecho de que aumenta el riesgo
de la formacién de cataratas en un 44% (Kaplan, 1996) y es un factor de riesgo para
neovascularizacion del iris (Stefansson, 2009).

Aungue estos tratamientos tienen tasas de éxito elevadas, no previenen ni
curan la RD y al término de intervenciones sucesivas aumentan la probabilidad de
ceguera. Por lo tanto, el objetivo primordial de la investigacién en este campo es la
basqueda de terapias mas efectivas y menos invasivas capaces no solo de prevenir
sino de curar la RD.

Una opcion promisoria de los ultimos afios se basa en el uso de terapias
antiangiogénicas (Bainbridge et al., 2003) capaces de bloquear la accion de factores
angiogénicos, particularmente del VEGF, con anticuerpos, RNA de interferencia
(Reich et al., 2003) o receptores solubles (Bainbridge et al., 2002). Al respecto, el
estudio y la identificacion de nuevos factores vasoactivos presentes en la retina con
capacidad de frenar su vascularizacion bajo condiciones de diabetes reviste un gran
interés. Entre estos factores se encuentran las vasoinhibinas, una familia de
péptidos derivados de la hormona prolactina (PRL) que inhiben Ila
vasopermeabilidad, la vasodilatacion y la angiogénesis ocular (Clapp et al., 2008).
De hecho, estos péptidos bloquean el efecto del VEGF y de otros factores

proangiogénicos (Gonzélez et al., 2004; Garcia et al 2008).
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La prolactina (PRL)

La PRL es una hormona polipeptidica secretada por células especializadas
(lactotropos) del I6bulo anterior de la hipdfisis (Freeman et al., 2000). La PRL fue
identificada hace mas de ocho décadas (1928) y desde entonces ha estado
asociada a la produccion de leche en los mamiferos. Sin embargo, se le han
atribuido alrededor de trecientas funciones diferentes que incluyen acciones en la
reproduccion, el crecimiento y el desarrollo, el metabolismo, la funcién cerebral, la
regulacion del sistema inmunolégico, la osmoregulacién y la angiogénesis (Freeman
et al., 2000; Ben-Jonathan et al., 2006; Clapp et al., 2009).

En los humanos, el gen de la PRL se localiza en el cromosoma 6 y su
expresion no se limita a la glandula hipdfisis. La PRL puede ser sintetizada y
secretada por sitios extrahipofisiarios como la placenta, la glandula mamaria, las
células de sistema inmunolégico (leucocitos), el Gtero, el endometrio, el cerebro, la
prostata, el tejido adiposo, el endotelio vascular y el cartilago. Este amplio espectro
de tejidos productores pero también la amplia distribucién de los receptores a PRL
son consistentes con la diversidad funcional de esta hormona (Ben-Jonathan et
al.,1996; Corbacho et al.,, 2002; Macotela et al., 2006; Clapp et al., 2008). Los
receptores de la PRL pertenecen a la superfamilia de receptores a citocinas clase 1
(Bole-Feysot et al., 1998) y se localizan en la membrana celular de una gran
diversidad de tejidos, que incluyen a todos los enunciados arriba como productores
de la hormona (Ben-Johnathan et al 1996; Goffin et al., 1996). En términos
generales, la PRL activa a su receptores a través de inducir su dimerizacion y
fosforilaciéon lo que da lugar al acoplamiento de proteinas que desencadenan
cascadas especificas de sefalizacion y que principalmente involucran la via de las
cinasas Janus (JAK) y la subsecuente fosforilacién/activacion de los factores de
transcripcion STAT (Signal Transduction Activators of Transcription) (Goffin et al.,
2005).

La PRL tiene 199 aminoacidos y una masa molecular de 23 kDa (Figura 3).
Se han descrito varias isoformas o especies moleculares de PRL resultado de
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, la glicosilacion, la

sulfatacion y la protedlisis enzimatica (Larrea et al., 1985; Sinha, 1995). Estas
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modificaciones estructurales también influyen sobre su diversidad funcional. Al
respecto, se ha mostrado que fragmentos moleculares de la PRL (las vasoinhibinas)
poseen acciones inhibitorias sobre los vasos sanguineos, acciones que estan

ausentes en la molécula madre (Clapp et al., 2006).

A B

Figura 3 A) Secuencialineal de la PRL humana indicando sus 199 aminoéacidos
ligados por tres puentes disulfuro que tiene una masa molecular de 23 kDa.
B) Estructura terciaria de la PRL que muestra su conformacion en cuatro a-
hélices anti-paralelas.

Vasoinhibinas
Las vasoinhibinas son una familia de péptidos derivados de la protedlisis de la PRL
con propiedades inhibitorias de la funcién vascular. El corte de la PRL se lleva a
cabo por proteasas que generan dos fragmentos peptidicos: un fragmento que
contiene la region amino-terminal de la molécula madre y otro fragmento que
corresponde a la regién carboxilo-terminal de la hormona (Clapp et al., 2006). A
pesar de que ambos fragmentos se generan concomitantemente, solamente los
fragmentos amino-terminales poseen efectos inhibitorios sobre los vasos
sanguineos y fueron, por ende, denominados como vasoinhibinas. Aun se
desconoce cual pudiera ser la posible accidn de los fragmentos carboxilo-terminales
remanentes.

Las proteasas responsables de la protedlisis incluyen a la catepsina D

(Piwnica et al., 2004), las metaloproteasas de matriz (MMP) de los tipos 1, 2, 3, 8,
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9y 13 (Macotela et al., 2006) y la proteina morfogenética de hueso-1 (BMP-1) (Ge
at al., 2007). Estas proteasas cortan a la PRL en diferentes regiones cerca y dentro
del asa que conecta las a-hélices 3y 4 de la moléculay, por ende, la masa molecular
de las vasoinhibinas resultantes depende de qué enzima realice la protedlisis y de
su sitio de corte en la PRL (Figura 4). La catepsina D corta a la PRL de rata entre
los aminoacidos 145-146 lo que resulta en una vasoinhibina de aproximadamente
del6.3 kDa (Baldocchi et al., 1993). Sin embargo, dicha proteasa corta a la PRL
humana entre los aminoacidos 132-133, 147-148 y 150-151, lo que genera
vasoinhibinas de 15, 16.8 y 17.2 kDa respectivamente. Por su parte, las
vasoinhibinas derivadas de la accion de las MMP tienen una masa molecular entre
los 17 y 14 kDa y la BMP-1 corta a la PRL entre los aminoacidos 159 y 160
resultando en un péptido de aproximadamente de 18 kDa (Figura 4).

PRL Vasoinhibina

Catepsina D

23 kDa

Figura 4 Representacién de la PRL que muestra los sitios donde es cortada
por las proteasas Catepsina D y MMP. Se representa también la vasoinhibina
que resulta del corte de la MMP (Tomada y modificada de Clapp et al., 2009).

Las vasoinhibinas estan presentes en la circulacién y se generan tanto en
la adenohipdfisis como en otros tejidos que incluyen al endotelio vascular, el
hipotalamo, el cartilago y tejidos oculares (Clapp et al., 1994; Aranda et al 2005;
Macotela, 2006).
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Efectos vasculares y mecanismo de accion de las vasoinhibinas

Las vasoinhibinas inhiben el crecimiento y la migracion de las células
endoteliales en respuesta a factores como el VEGF y el factor de crecimiento basico
de fibroblastos (bFGF) (Lee et al.,, 2007). Las vasoinhibinas también actuan
independientemente de los factores de crecimiento induciendo la apoptosis de las
células endoteliales (Martini et al., 2000; Duefias et al., 2004). Ademas, inhiben la
permeabilidad vascular (Clapp et al., 2006; Garcia et al., 2008) y la vasodilatacién
inducida por acetilcolina y la bradicidina (Gonzalez et al., 2004).

Se han identificado también algunas de las vias de sefalizacion que
median los efectos de las vasoinhibinas en la detencion del ciclo celular via la
inhibicion de las ciclinas D1 y B1 y la expresion de los inhibidores de las cinasas
dependientes de ciclina, p21 (cipl) y p27 (kipl) (Tabruyn et al., 2005). En este tipo
de accion también participan efectos de las vasoinhibinas sobre la inhibicion de la
activacion de las cinasas de proteinas activadas por mitégeno (MAPK) (D’ Angelo
et al., 1997), y la activacion del sintasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS). Ademas,
se encontré que las vasoinhibinas inhiben el efecto del VEGF sobre la permeabilidad
vascular a través de activar a la proteina fosfatasa 2A que desfosforila e inactiva a
la eNOS (Garcia et al., 2008).

No obstante, todavia se desconoce la naturaleza de los receptores que
median los efectos vasculares de las vasoinhibinas. Sin embargo, se han reportado
sitios de unién especificos, saturables y de alta afinidad para vasoinhibinas que se
asocian con proteinas de 32 y 53 kDa y que la PRL no compite por dicha unién
(Clapp y Weiner, 1992).
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Vasoinhibinas y RD

Debido a los efectos inhibitorios de las vasoinhibinas sobre el endotelio
vascular, se propuso que estos péptidos pudieran participar en el control de la
angiogénesis ocular, que como se menciono debe ser muy estricto para asegurar la
transparencia de los tejidos y, consecuentemente, la correcta funcion visual. En
apoyo a esta posibilidad, se encontré que las vasoinhibinas estan presentes en la
retina de ratas normales y que la inyeccién intravitreal de anticuerpos capaces de
inmunosecuestrarlas estimula la angiogénesis retiniana (Aranda et al., 2005).
Ademas, se detectd que las vasoinhibinas estan presentes en las membranas
fibrovasculares que se forman en el ojo de pacientes con retinopatia del prematuro.
Este padecimiento es otro tipo de retinopatia vasoproliferativa que se ocasiona en
recién nacidos prematuros a consecuencia de los cambios en los niveles de oxigeno
a las que son expuestos dentro y fuera de la incubadora. En estos pacientes se
propuso que las vasoinhibinas oculares podrian propiciar la regresién por apoptosis
de los nuevos vasos sanguineos que ocurre en una proporcion importante de ellos
(Duenias et al., 2004). Con respecto a la RD, se reportd que los niveles circulantes
de PRL influyen sobre los niveles de vasoinhibinas en la retina. La induccién de
hiperprolactinemia en ratas diabéticas se traduce en altos niveles de vasoinhibinas
en la retina capaces de reducir cambios locales de vasopermeabilidad debidos a la
diabetes (Arnold et al., 2010). Ademas, el hecho de que la administracion intravitreal
de vasoinhibinas puras (Garcia et al., 2008) o de vectores derivados de virus
adenoasociados que transducen vasoinhibinas (Ramirez et al., 2011) reduce la
vasopermeabilidad retiniana en ratas diabéticas apoya el potencial terapéutico de
estos péptidos en la RD y sugiere que una disminucion en sus niveles intraoculares
pudiera influir sobre la progresion de este padecimiento. En este trabajo de tesis,
investigamos si los niveles de PRL y de vasoinhibinas se alteran en ratas diabéticas
y si la actividad de proteasas capaces de generarlas se altera bajo condiciones de

diabetes.
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HIPOTESIS

Los niveles de las vasoinhibinas y la actividad de las proteasas que las generan

disminuyen en ratas diabéticas.

OBJETIVOS

1) Investigar la presencia de vasoinhibinas en las retinas de ratas con diabetes.

2) Determinar los niveles de vasoinhibinas en las retinas de ratas con diabetes
con respecto a las no diabéticas.

3) Analizar la protedlisis de la PRL hacia vasoinhibinas en el ojo de ratas
diabéticas y no diabéticas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 250 a 300 gramos de peso
corporal. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones convencionales (12:12 horas
luz:oscuridad; a 22°C y con acceso a agua y alimento ad libitum). Los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM siguiendo las normas de la Declaracion para el Uso de
Animales en la Investigacién Oftalmoldgica y de la Vison de la Asociacion para la

Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO) de EUA.

Grupos experimentales
Se trabajo con 2 grupos experimentales:
e Grupo diabetes: ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina

e Grupo control: ratas no diabéticas

Modelo de DM inducido por estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ) es un farmaco que destruye selectivamente a las
células beta pancreaticas productoras de insulina en ratas (Wei et al., 2003) Es un
modelo convencional de DM donde una sola inyeccion de STZ eleva los niveles de
glucosa en sangre en 2-4 dias y esta condicion de hiperglicemia es permanente
(Lenzen, 2008).

La induccion de diabetes se realizd luego de imponer ayuno a las ratas
durante toda la noche. Por la mafana, las ratas del grupo diabetes fueron
inyectadas intraperitonealmente con una dosis de STZ de 60mg/kg de peso
corporal. La STZ fue preparada en una solucion amortiguadora de citratos, pH 4.5
(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA). Cuarenta y ocho horas después se
determinaron los niveles de glucosa sanguinea mediante el uso de un glucémetro

convencional y se consideraron diabéticos aquellos animales con valores de mas
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de 250 mg/dL de glucosa (Navaratna et al., 2007). Las ratas se mantuvieron

diabéticas por cuatro semanas hasta su sacrificio.

Presencia de PRL y vasoinhibinas en la retina de ratas diabéticas y no
diabéticas mediante Western blot

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, previa anestesia con
CO:s.. Los ojos se colocaron por separado en una solucién de fosfatos (PBS, pH 7.4)
para lavarlos y mantenerlos hidratados. Las retinas se extrajeron bajo el microscopio
de diseccion, inmediatamente se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -70°
C hasta su procesamiento. Las retinas se homogenizaron en buffer de lisis (50 mM
Tris pH 7.4, 0.5% Igepal, 100 mM NaCl, 1 ug/ul aprotinina, 0.5 mM PMSF).
Posteriormente, se cuantifico la proteina total de cada homogenado siguiendo el
método de Bradford (Bradford, 1979). Cantidades iguales de proteina total (40 ug)
fueron mezclados en una relacion 1:1 con buffer Laemmli 2X (condiciones
reductoras), calentados a 95°C durante 5 minutos, y sometidos a electroforesis en
geles al 15% de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
80 volts durante hora y media. Las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (0.2 um) en una cadmara de transferencia semiseca y durante 30
minutos a 25V. Las membranas fueron bloqueadas con 4% de leche en polvo sin
grasa por 1 hora y luego se incubaron durante toda la noche con una dilucién 1:500
en PBS-0.05% Tween de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el extremo
amino-terminal (INN-1) o carboxilo-termina (INN-368) de la PRL previamente
caracterizados (Aranda et al., 2005). La deteccién de los complejos antigeno-
anticuerpo se realiz6 mediante el uso de anticuerpos secundarios conjugados a
fosfatasa alcalina (1:5,000 en PBS-Tween 0.05% por dos horas) y un kit comercial
colorimétrico (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA).

Como estandares se utilizaron una preparacion de PRL recombinante de
rata, adquirida del Programa Nacional de Hormonas e Hipofisis de los Institutos
Nacionales de Salud de los EUA; y una preparacion de vasoinhibinas generada por

protedlisis enzimatica de PRL recombinante de rata tratada con un extracto de
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glandula mamaria de rata, enriquecido con Catepsina D, de acuerdo al método
previamente descrito (Clapp,1987).

Posteriormente, se cuantific6 por densitometria a cada banda de las
prolactinas empleando el software de analisis Quantity One 1-D (BioRad) y
normalizados contra la intensidad de las bandas obtenidas para la p-tubulina

endogena utilizada como control de carga.

Protedlisis de la PRL en el vitreo de larata

La protedlisis de la PRL se analiz6 in vivo mediante la administracién
intravitreal de la hormona y la subsecuente extraccion del vitreo para analizar los
productos de la protedlisis por Western blot. Los animales fueron anestesiados
mediante una inyeccion intraperitoneal de una solucién de ketamina 70% y xilacina
30% (1ul/g de peso corporal). La inyeccion intravitreal de PRL se realiz6 de acuerdo
al método descrito previamente (Aranda et al 2005). Brevemente, se sujet6 el ojo
de la rata y bajo el microscopio de diseccion se introdujo una aguja hipodérmica
calibre 27 a 2 mm por debajo del limbo esclero-corneal para realizar un orificio que
permitiera introducir la aguja de una microjeringa Hamilton con la PRL (5 pg/4ul de
PBS pH 7.4) a inyectar en el o0jo. La inyeccién de PRL se llevo a cabo tanto en ratas
diabéticas como controles en ambos ojos y las ratas fueron sacrificadas alas 2, 6 y
24 horas posteriores a la inyeccion intravitreal. Los vitreos fueron congelados en
hielo seco inmediatamente y luego se guardaron a -70° C hasta su procesamiento
por Western blot. Los Western blots se llevaron a cabo de acuerdo al procedimiento
antes descrito pero utilizando como anticuerpo primario anti-PRL de rata (C-1)
(Aranda et al., 2005) a una dilucién 1:500 en PBS-Tween 0.05%.
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RESULTADOS

1. Deteccion de vasoinhibinas en la retina de ratas no diabéticas

Dado que las vasoinhibinas contienen la regiobn amino-terminal de la PRL y
no la carboxilo terminal, quisimos validar la especificidad de anticuerpos
monoclonales anti-PRL para su deteccién. Asi, caracterizamos anticuerpos
monoclonales anti-PRL dirigidos contra el extremo amino-terminal (anti-N-TERM) y
carboxilo-terminal (anti-C-TERM) de la PRL utilizando una preparacion de PRL que
tiene un corte entre los aminoacidos 145 y 149 y que generamos de acuerdo al
meétodo descrito previamente (Clapp et al., 1987). En la Figura 5A se ilustra la
secuencia lineal de dicha PRL cortada (PRLC), donde se puede apreciar que el
corte ocurre en el asa de mayor tamafio formada por el puente disulfuro intermedio
de la molécula. De manera que la reduccion de dicho puente disulfuro por efecto de
la presencia del agente reductor B-mercaptoetanol (B-ME) separa a la PRLC en dos
fragmentos, uno amino-terminal de 16 kDa que corresponde a una vasoinhibina, y
otro fragmento, carboxilo-terminal de 7 kDa. La combinacion de PRL y PRLC
revelada con el anti-N-TERM solamente muestra a la PRL (23 kDa) y a la
vasoinhibina (16 kDa) (Figura 5B, primer carril). En contraste, el anti-C-TERM, no
muestra a la vasoinhibina pero si a la PRL y al fragmento carboxilo terminal de 7
kDa (Figura 5C primer carril). Una vez validados, utilizamos estos anticuerpos para
investigar la presencia de PRL y de vasoinhibinas en la retina de ratas control.
Encontramos que el anti-N-TERM reaccioné con proteinas de 23 y 17 kDa, mientras
que el anti-C-TERM solo reaccioné con la de 23 kDa. Estos resultados demuestran
la presencia en la retina de proteinas con inmunoreactividad tipo-PRL que

probablemente corresponden a PRL y a una vasoinhibina de 17 kDa.
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Figura 5 A) Representacion de la secuencia lineal de la PRL cortada en el asa
de mayor tamafio formada por el puente disulfuro intermedio de la PRL
(PRLC), cuya reduccién con B-mercaptoetanol (B-ME) genera un fragmento
amino (N)-terminal de 16 kDa (vasoinhibina; Vi) y uno carboxilo (C)-terminal
de 7 kDa. Western blots representativos, de una combinacion de estandares
de PRL + PRLC y de un extracto de retina de rata no-diabética, procesados en
condiciones reductoras y revelados con en anti-N-TERM (B) o con el anti-C-
TERM (C). Los numeros a la izquierda denotan los pesos moleculares de
proteinas marcadoras en kDa.
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2. Los niveles de vasoinhibinas son mayores en retinas diabéticas respecto
a las no diabéticas

El analisis por Western blot reveld6 mayores niveles de la PRL y de la
vasoinhibina en retinas de ratas diabéticas con respecto a las no diabéticas. En la
Figura 6A se muestran los resultados de cinco retinas de ratas diabéticas (DB) y
tres retinas de ratas no-diabéticas (control), revelado con el anti-N-TERM. Las
diferencias son debidas a la condicion de la diabetes y no a concentraciones
diferentes de proteina total, como se aprecia por los niveles similares de B-tubulina
(una proteina constitutiva) presentes en las muestras. Los niveles de PRL y de
vasoinhibinas son significativamente mayores en la diabetes cuando se analizan los
valores de densitometria de las bandas de proteina en los blots de ratas diabéticas
(n=8) y ratas no-diabéticas (n=6) (Figura 6B).

3. La protedlisis de PRL por proteasas oculares aumenta en las ratas
diabéticas con respecto a las no diabéticas

Con la finalidad de investigar si la generacion ocular de vasoinhibinas a
partir de PRL era diferente en este modelo de diabetes que en condiciones control,
se inyectd PRL en el vitreo de ratas diabéticas y no diabéticas y se analizaron los
productos de su protedlisis al cabo de diferentes tiempos posteriores a dicha
inyeccion, por Western blot, y fue revelado con el anticuerpo policlonal anti-PRL C1.

Después de las primeras 2 horas, la PRL inyectada intravitrealmente es
modificada hacia vasoinhibinas con pesos moleculares aparentes de 14, 15y 16
kDa tanto en las ratas no diabéticas como en las diabéticas (Figura 7). Alas 6y a
las 24 horas la mayor parte de la PRL y de las vasoinhibinas desaparecen del vitreo
de ratas diabéticas y no diabéticas. Sin embargo, en estas ultimas aumenta
ligeramente y permanece una vasoinhibina de 14 kDa que parece muy estable pues
practicamente no se modifica entre las 6 y las 24 h. Esto sugiere que el ojo contiene
proteasas capaces tanto de generar vasoinhibinas a partir de PRL como de
degradar a ambas proteinas y que su actividad difiere en la diabetes experimental.
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Figura 6 A) Western-blot representativo de extractos de retinas de ratas
diabéticas (DB) y no-diabéticas (Control) procesados en condiciones
reductoras. Se muestran los pesos moleculares de la combinacién de los
estandares de PRL y PRL cortada (PRLC); asi como marcadores de peso
molecular (MPM). La B-tubulina se us6 como una proteina de control de
carga. B) Cuantificacion de las vasoinhibinas (Vi) retinianas por
densitometria. Los valores mostrados son los promedios + SEM de las
densitometrias de PRL y vasoinhibinas relativos a B-Tubulina y donde AU
son las unidades arbitrarias en la grafica. El andlisis estadistico se realizé
mediante una prueba de t de student. DB (n=8) y Control (n=6). *p<0.05.
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Figura 7 Western blot representativo que muestra los productos de la
protedlisis de la PRL inyectada intravitrealmente en ratas diabéticas
(DB) y no-diabéticas (Control) y analizados en el vitreo a diferentes
tiempos después de la inyeccién de la hormona. Se muestran la
combinacion de los estandares de PRL y PRL cortada (PRLC) y de la
PRL sola. La B-tubulina se revel6 como control de carga. Los numeros a
la izquierda muestran los pesos moleculares en kDa de proteinas
marcadoras. El blot fue revelado usando un el anticuerpo policlonal anti-

PRL C1.
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DISCUSION
La retinopatia diabética (RD) es la principal causa de ceguera y

discapacidad visual en la poblacion en edad laboral (Fong, 2004). Este
padecimiento deriva de la sobreproduccion de vasos sanguineos en la retina a
consecuencia de un desequilibrio a favor de factores locales pro-angiogénicos por
sobre los anti-angiogénicos. Diversas evidencias han sefialado que las
vasoinhibinas se encuentran entre los factores que inhiben la angiogénesis, la
vasodilatacion y la vasopermeabilidad en la retina y que estos péptidos tienen
potencialidad para el control de las alteraciones vasculares que determinan la RD
(Garcia et al., 2008). Debido a esto, se ha sugerido que una alteracion en los niveles
de las vasoinhibinas retinianas pudiera influir sobre la progresion de la RD. En esta
tesis investigamos si los niveles de vasoinhibinas se modifican en la retina de ratas
diabéticas en asociacion con cambios en la actividad de proteasas oculares capaces
de generarlas a partir de PRL.

Nuestro trabajo confirmé la presencia de PRL y de vasoinhibinas en la
retina de ratas no-diabéticas reportada previamente (Aranda et al., 2005). Mediante
Western blot, detectamos proteinas inmunorreactivas de 23 y 17 kDa, que muy
probablemente corresponden a PRL y a una vasoinhibina porque son reconocidas
por un anticuerpo monoclonal anti-PRL dirigido contra el extremo amino-terminal de
la hormona, que es la parte de la PRL presente en las vasoinhibinas. Ademas,
mientras que la proteina de 23 kDa reacciond con el anticuerpo monoclonal dirigido
contra el extremo carboxilo-terminal de la PRL, que es la porcion de la PRL ausente
en las vasoinhibinas, la posible vasoinhibina no fue reconocida por dicho anticuerpo.

Para investigar si los niveles de la PRL y las vasoinhibinas retinianas se
alteran en la diabetes, utilizamos el modelo de diabetes tipo 1 inducido por
estreptozotocina. En este modelo se produce una hiperglicemia acentuada (>250
mg/dL) comparable a la presente en pacientes con RD. Ademas, en dicho modelo
también se presentan complicaciones comunes de la diabetes como son la
nefropatia y la RD (Wei et al., 2003). Esta ultima se detecta a partir de los 15 dias
del tratamiento con STZ y presenta algunas de las caracteristicas comunes de la

RD no proliferativa, a saber: hemorragias, vasodilatacién y tortuosidad de los
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capilares (Garcia et al., 2008). Si bien el cuadro de vasopermeabilidad retiniana se
agrava con la progresion de la RD inducida por STZ (Arnold et al., 2010), este
modelo nunca presenta la vasoproliferacion de la retina caracteristica de la RD
proliferativa presente en humanos. Se desconoce la razén de esta limitacion, pero
se ha propuesto que puede deberse a que el cuadro vasoproliferativo requiere de
varios afios de exposicion a la enfermedad que exceden el tiempo de vida de los
roedores. También es posible, que en la retina de la rata se tenga control mas
estricto de la neovascularizacién ocular que en la retina humana.

Después de un mes de haber inducido diabetes con STZ, encontramos que
tanto la PRL como la vasoinhibina se elevan en la retina con respecto a los niveles
observados en las ratas no-diabéticas. Estos resultados fueron diferentes a los
esperados, de que en la diabetes, la generacion de vasoinhibinas a la baja pudiera
contribuir a las alteraciones vasculares del padecimiento. Sin embargo, en el
andlisis por Western blot, la concentracion de la vasoinhibinas retinianas fue mayor
en ratas diabéticas que en ratas sin diabetes. De acuerdo a estos resultados, es
posible que las vasoinhibinas no influyan en la progresion de la retinopatia en este
modelo de diabetes. Sin embargo, el hecho de que los niveles de PRL y de
vasoinhibinas retinianas asociados a la RD estén elevados con respecto a la
condicion normal, sugiere que dichas proteinas pudieran ser parte de los
mecanismos protectores que frenan el avance del padecimiento en roedores.

Partiendo del hecho de que las alteraciones vasculares retinianas debidas
a la diabetes progresan con el tiempo, seria posible proponer que a tiempos mas
prolongados fuera mas factible observar cambios a la baja en los niveles de
vasoinhibinas retinianas. Esto es posible, porqgue en un estudio preliminar
extendimos dos semanas mas de diabetes (a 6 vs. 4 semanas después de la
inyeccion de STZ) y encontramos menos vasoinhibinas en la retina de las ratas
diabéticas con respecto a las de las ratas no diabéticas. De ser ciertos estos
resultados, se apoyaria la propuesta de que el factor tiempo es determinante de las
diferencias entre los cuadros de RD obtenidos experimentalmente en roedores y la

patologia humana.
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De hecho, la hipétesis de que en la diabetes puede disminuir la generacion
de vasoinhibinas oculares, se apoya también en la investigacion realizada por
Triebel et al., 2009, donde se reportd que los niveles de PRL y vasoinhibinas se
reducen en la circulacion en pacientes con diabetes mellitus (DM) con respecto a la
de los sujetos sanos. Asimismo, estudios recientes en pacientes han mostrado que
la PRL sistémica se reduce en la diabetes y hay evidencias de que dicha reduccion
se puede relacionar con la progresion de la RD (Arnold et al., 2010). Estas
observaciones ligan los niveles circulantes de ambas proteinas con la
fisiopatoldgica de la RD. Al respecto, se conoce que la PRL sistémica puede
ingresar a los tejidos oculares (O'Steen y Sundberg, 1982) y que la induccién de
hiperprolactinemia en la rata se traduce en niveles incrementados de vasoinhibinas
en la retina y en una reduccion en la vasopermeabilidad retiniana debida a la
diabetes (Arnold et al., 2010).

Por otra parte, los niveles retinianos de PRL y de vasoinhibinas podrian
depender tanto de la sintesis local de PRL, como de la actividad de las proteasas
capaces de convertirla hacia vasoinhibinas. Estudios previos utiilizando RT-PCR e
hibridizacién in situ mostraron que el RNA mensajero de la PRL se expresa en la
retina de la rata (Aranda et al., 2005) y en las membranas fibrolentales de pacientes
con retinopatia del prematuro (Duefas et al., 2004). Ademas, se conoce que en la
RD tiene lugar la activacion de metaloproteasas (MMP) que son proteasas
responsables de la remodelacion y mantenimiento de la arquitectura de diferentes
tejidos, incluidos los oculares. De interés, en el vitreo humano se ha identificado la
presencia de las MMP 1, 2, 3,y 9 (Plantner et al., 1998; Sivak et al., 2002). Ademas,
en la RDP humana se ha encontrado un 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). Se sabe que todas estas MMP pueden convertir a la PRL hacia
vasoinhibinas.

Para abundar sobre la generacién de vasoinhibinas en la retina bajo
condiciones de diabetes, investigamos la protedlisis ocular de la PRL bajo
condiciones in vivo. Para esto, un estandar puro de PRL recombinante se inyecto

intravitrealmente y los productos de su protedlisis se analizaron en vitreos obtenidos
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a diferentes tiempos posteriores a la inyeccion de la hormona. Los resultados
mostraron la actividad de proteasas en el vitreo capaces de generar fragmentos de
PRL que oscilan entre los 14 y los 16 kDa. De manera interesante, tanto la PRL
como las vasoinhibinas dependiendo del tiempo, lo que sugiere que la actividad
proteolitica ocular no so6lo genera a las vasoinhibinas sino que también puede
degradar tanto a estos péptidos como a la PRL. Esto es importante ya que indica
que de acuerdo al grado de actividad proteolitica se podria frenar las alteraciones
vasculares (via la generacion de vasoinhibinas) o promoverlas (a través de degradar
a las vasoinhibinas). Fue interesante, que en el caso de los vitreos control prevalece
mas una vasoinhibina de 14 kDa que en los vitreos de ratas diabéticas. Estos
estudios son de cardcter preliminar pues, si bien son representativos de tres
animales independientes, queda por verificar la identidad de los productos de la
protedlisis como vasoinhibinas y el tipo de proteasas que las genera.

Los niveles y tipo de vasoinhibinas contrastan entre los resultados
evaluados en la retina (una vasoinhibina de 17 kDa mas abundante en retinas de
animales diabéticos que en las de los animales no-diabéticos) y los analizados en
el vitreo (vasoinhibinas de pesos moleculares menores a 17 kDa y mas estables en
los animales no-diabéticos que en los diabéticos). Los experimentos no son
comparables, pues en la retina se analizaron los niveles enddgenos de
vasoinhibinas y en el vitreo los productos de la protedlisis de la PRL exégena
inyectada intravitrealmente. Sin embargo, nuestros hallazgos nos permiten
especular que la produccién de vasoinhibinas pudiera regularse diferencialmente en
la retina y el vitreo. En la primera, su concentraciobn aumentaria para contrarrestar
la progresion de la RD, al menos en las etapas iniciales del padecimiento. En el
vitreo, su degradacién facilitaria la invasion de vasos sanguineos y con ello la
progresion a los estados avanzados del padecimiento. Quedan por determinarse los
niveles enddégenos de la PRL y de las vasoinhibinas en el vitreo y sus posibles

diferencias en asociacién con la diabetes.
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CONCLUSIONES

Los niveles de vasoinhibinas se incrementan en la retina de ratas diabéticas.

La PRL es procesada proteoliticamente por proteasas oculares y los productos

generados parecen mas estables en el ojo de ratas no diabéticas.

Se requieren més estudios para poder entender el significado funcional de estas

diferencias.
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