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Resumen 
_______________________________________________________________________ 

La prolactina (PRL) y las vasoinhibinas son dos familias de hormonas asociadas en un eje 

funcional. Las vasoinhibinas, nombradas así por sus efectos inhibitorios en la angiogénesis, 

vasopermeabilidad y vasodilatación, son sintetizadas a través del corte proteolítico de la 

PRL, compartiendo con esta la región N-terminal. Su peso molecular varía en un rango de 11 

a 18 kDa dependiendo de los sitios de acción (corte) específicos de las proteasas 

involucradas en su generación, tales como la catepsina D, las metaloproteasas de matriz 

extracelular (MMPs) y la proteína morfogenética de hueso 1 (BMP 1). La PRL y las 

vasoinhibinas han sido detectadas en el hipotálamo de la rata y otras regiones del sistema 

nervioso central (SNC), sitios dónde producen efectos opuestos entre si. La administración 

intracerebroventricular de PRL en la rata causa una reducción de las respuestas 

neuroendócrinas de ansiedad y estrés, mientras que las vasoinhibinas inducen 

comportamientos asociados con la depresión y la ansiedad. En este trabajo analizamos la 

actividad de las enzimas proteolíticas encargadas de cortar a la PRL en vasoinhibinas, 

particularmente a la catepsina D y las MMP, en tres diferentes etapas del desarrollo 

hipocampal y la participación de los astrocitos en este proceso. Para ello, obtuvimos 

hipocampos de embriones de 16 días de gestación (E16), neonatos (P0) y adultos (3.5 

meses) de ratones CD-1, así como astrocitos aislados de hipocampos de ratones E16 y 

neonatos. Las muestras fueron procesadas en una solución amortiguadora de lísis celular e 

incubadas con 50 ng de una preparación estándar de PRL de rata en una solución de 

incubación con pH 5 o 7 durante 24h a 37ºC en la presencia o ausencia de un inhibidor 

enzimático como la pepstatina A, la cual inhibe las acciones de la catepsina D. Los niveles de 

PRL y vasoinhibinas fueron analizados por Western blot y densitometría. Nuestros resultados 

muestran que la PRL y las vasoinhibinas se expresan de manera diferencial en las distintas 

etapas del desarrollo. En los extractos hipocampales de embrión y neonato se observaron 

tres bandas de vasoinhibinas (14, 16 y 18 kDa), mientras que en los extractos de hipocampo 

de adulto sólo se identificaron dos bandas (14 y 18 kDa) siendo más densa la banda de la 

vasoinhibina de 17 kDa. La catepsina D hipocampal corta a la PRL en vasoinhibinas de 16 

kDa en las tres edades analizadas, mientras que esta misma enzima también produce 

vasoinhibinas de 16 kDa en los astrocitos aislados. Estos resultados demuestran la presencia 
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de una regulación del eje PRL/vasoinhibinas mediada por la catepsina D, a lo largo del 

desarrollo del hipocampo en el ratón.  
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1. Introducción 

_______________________________________________________________________ 

1.1 La prolactina. 

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptídica de 23 kDa formada por una sola cadena de 

199 aminoácidos con tres puentes disulfuro intramoleculares (Fig. 1) (Ignakak et al., 2012). 

Es sintetizada y secretada principalmente por las células lactotrofas de la adenohipófisis 

(Kandel et al., 2013), sin embargo puede producirse en tejidos y células extrahipofisiarias 

como son el hipotálamo, la placenta, la decidua y el útero, las células epiteliales de la 

glándula mamaria y los linfocitos, entre otros (Freeman et al., 2000). Fue identificada 

originalmente debido a que interviene en el desarrollo de las glándulas mamarias y promueve 

la lactogénesis (Pereira-Suarez et al., 2015), siendo el mayor factor estimulante para la 

lactancia en el periodo post-parto (Ignakak et al., 2012).  

 

1.1.2 Secreción y síntesis de la PRL. 

La secreción de la PRL es controlada por el efecto inhibitorio de la dopamina (DA), que  

bloquea tal secreción al unirse al receptor de dopamina tipo 2 (D2) localizado en las células 

lactotrofas (Schuff et al., 2002). En estas células se genera un flujo de Ca+ que estimula la 

producción de la PRL, y la DA inhibe tal flujo, lo cual da lugar a una hiperpolarización de las 

células que reduce la secreción de la PRL, además se induce la supresión de la adenilato 

ciclasa y la consecuente reducción del AMP cíclico, lo que provoca la reducción en la 
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Figura 1. Estructura de la PRL. La PRL está formada 
por una cadena de 199 aminoácidos con tres puentes 
disulfuro intramoleculares. Se encuentra organizada en 
cuatro alfa hélices (I, II, III y IV) conectados por asas en 
una conformación anti-paralela (Modificado de Clapp et 
al., 2008).  



expresión del gen de la PRL (Gregerson, 2003). Las neuronas dopaminérgicas que controlan 

la secreción de la PRL se encuentran localizadas en el núcleo arcuato del hipotálamo, las 

cuales de acuerdo a su anatomía son clasificadas en neuronas dopaminérgicas 

tuberoinfundibulares (TIDA), tuberohipofisiales (THDA) y periventrículo hipofisiales (PHDA). 

Las neuronas TIDA se originan en el núcleo arcuato dorsomedial y se proyectan a la 

eminencia media, las neuronas THDA y PHDA pasan la eminencia media y se proyectan a la 

hipófisis. Estas tres poblaciones de neuronas son reguladas de manera similar, siendo 

estimuladas por la PRL (Grattan, 2015).  

1.1.3 El receptor de la PRL. 

La PRL es producida de manera autócrina, parácrina y endócrina, siendo responsable de una 

amplia variedad de acciones en los vertebrados, donde se incluyen peces, anfibios, reptiles y 

mamíferos (Brooks, 2012). Dichas acciones son mediadas de manera específica por la 

activación de su receptor. El receptor de la PRL (RPRL) es una proteína transmembranal 

perteneciente a la superfamilia de receptores de citocina clase I, contiene tres dominios 

principales; el dominio extracelular, el trasmembranal y el intracelular (Freeman et al., 2000). 

Como resultado de modificaciones post-traduccionales, se han identificado diferentes 

isoformas del RPRL que difieren principalmente en la longitud y composición de su dominio 

intracelular, siendo denominados como RPRL largo, medio y corto (Bole-Feysot et al., 1998). 

1.1.3.1 Las vías de señalización del RPRL. 

La activación del RPRL involucra una dimerización por la acción de su ligando. Cada 

molécula de PRL contiene dos sitios de unión a su receptor (sitio 1 y 2) (Fig. 2). La unión de 

la PRL al sitio 1 es indispensable para la unión del sitio 2 a un segundo receptor, formando 

así un complejo trimérico (2 receptores, 1 hormona). Tal unión provoca cambios estructurales 

en el dominio extracelular, que a su vez transmite estos cambios al dominio intracelular, 

promoviendo la fosforilación de la tirosina cinasa Janus 2 (Jak2). Las cinasas Jak2 se 

transfosforilan entre ellas y también se encuentran involucradas en la fosforilación de 

residuos de Tirosina del RPRL (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000; Brooks, 2012). 

La fosforilación del RPRL permite la unión de la proteína transductora de señal y activadora 

de la transcripción (STAT). Las proteínas STAT (STAT1, STAT2 y STAT5) son las principales 

reguladoras en la transducción de las señales de los receptores de citosina, que al 
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fosforilarse forman dímeros que pueden ser translocados al núcleo celular donde regulan la 

expresión de numerosos genes (Ignakak et al., 2012). Otra vía de señalización involucrada 

con la activación del RPRL  es la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK). Los residuos de tirosina fosforilados sirven como sitios de anclaje de proteínas 

adaptadoras (Shc/Grb2/SOS) que conectan al receptor con la cascada de las Ras/Raf/MAPK 

(Freeman et al., 2000).       

1.1.4 Acciones de la PRL en el Sistema Nervioso Central (SNC). 

Además de sus acciones clásicas, la PRL afecta a un amplio espectro de funciones dentro de 

la homeostasis del organismo, conociéndose hasta ahora alrededor de 300 acciones 

diferentes (Freeman et al., 2000). Dicha hormona es capaz de modular a una gran variedad 

de tipos celulares, ejerciendo acciones sobre la reproducción, la osmoregulación y el 

metabolismo, y la regulación tanto del sistema inmune como del sistema nervioso (Torner, 

2016).  

La PRL tiene efectos moduladores sobre un amplio número de procesos en el cerebro. La 

presencia de su receptor (isoformas larga y corta) ha sido reportada en estructuras 

cerebrales como el núcleo lateral septal, el núcleo paraventricular del tálamo, los plexos 

coroideos, el núcleo medial de la amígdala, la zona subventricular y el hipotálamo, entre 
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Figura 2. Activación del receptor de PRL. El sitio de unión 1 se une al receptor 
permitiendo la unión del sitio 2 a un segundo receptor (Paso 1). Ocurre un cambio 
conformacional que induce la transfosforilación de Jak2 (Paso 2) y a su vez 
fosforilan (P) los residuos de tirosina (Y) del RPRL (Paso 3) (Modificado de Freeman 
et al., 2000).



otras (Brown et al., 2010; Torner et al., 2009). Algunos estudios han sugerido un papel de la 

PRL en la regulación de funciones neuronales, de excitabilidad y neurotransmisión. Se 

conoce que es capaz de generar pequeñas corrientes en las neuronas vía canales de Ca2+, 

así como de modular algunos canales de K+ (Patil et al., 2014). 

La PRL es liberada al flujo sanguíneo en respuesta estímulos que generan estrés (Torner y 

Neumann, 2000) y contribuye a su reducción a través de la inhibición en la actividad del eje 

Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal, la PRL es capaz de regular la secreción de de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) a través de la reducción de impulsos nerviosos en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo, ademas, en animales sometidos a un estímulo estresante de 

manera crónica se reportó una correlación inversa entre los niveles de expresión del RPRL y 

los índices de ansiedad (Torner et al., 2001). La hiperprolactinemia inducida 

experimentalmente causa efectos antidepresivos en animales sometidos a nado forzado 

(Torner y Neumann, 2000) e incluso dicho estrés puede causar la expresión del RPRL 

(isoforma larga) en las células de los plexos coroideos.  

La PRL también es capaz de regular la neurogénesis en estructuras como el hipocampo, la 

zona subventricular (SVZ) y el bulbo olfatorio, dónde ha sido encontrado el RPRL (Torner, 

2016). Su presencia se ha correlacionado con un incremento en la neurogénesis en 

tratamientos antidepresivos y en hembras gestantes (Larsen y Grattan, 2012; Walker et al., 

2012). Por otro lado, la PRL presenta un efecto neuroprotector bajo condiciones de estrés y 

daño tisular (Tejadilla et al., 2010; Torner et al., 2009). Ha sido identificada como un regulador 

de la proliferación de las células neurales (Torner et al., 2009) ayudando a la regeneración y 

migración de células madre que dan origen a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos 

(Pathipati et al., 2011). Las acciones de la PRL en el SNC se encuentran mediadas por la 

activación de la cinasa reguladora de señal 5 (ERK5) que está expresada en los nichos 

neurogénicos del cerebro (Wang et al., 2013). También estimula los niveles de expresión de 

la nestina y de la proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP2), por lo que la PRL estimula la 

síntesis de proteínas del citoesqueleto, lo que podría contribuir a la diferenciación celular 

(Havránek et al., 2014).  

En la glía, la PRL promueve la capacidad de mielinización de los oligodendrocitos (Gregg et 

al., 2007), estimula la mitogénesis, la proliferación y la diferenciación de los astrocitos 

(Mangoura et al., 2000) y regula la expresión de citocinas en la microglía, por lo que posee 

un papel regulador en la neuroinflamación (Möderscheim et al., 2007). 
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1.1.4.1 La PRL y la angiogénesis. 

El sistema vascular es el responsable del transporte de un vasto número de moléculas que 

controlan cientos de funciones en el organismo, lo que lo convierte en uno de los mayores 

reguladores de la homeostasis. La angiogénesis es la formación de nuevos vasos 

sanguíneos a partir de vasos preexistentes, proceso que es crítico en la organogénesis y el 

correcto desarrollo del embrión (Yang y Friedl, 2015). En el adulto, dicho proceso está 

relacionado con la función del aparato reproductor femenino, la reparación de tejidos y con 

patologías como el cáncer, las retinopatías, la artrítis, la obesidad, la aterosclerosis, el asma 

y la psoriasis (Clapp et al., 2009). La PRL es capaz de estimular la proliferación de células 

endoteliales a través de la activación de la STAT5 (Yang y Friedl, 2015). Induce la producción 

del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en células del endotelio mamario, por 

la vía de señalización de Jak2-MAP KK (Goldhar et al., 2005). También estimula la expresión 

del factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) en células de la decídua y del VEGF 

en macrófagos (Clapp et al., 2008).  

La regulación de la angiogénesis por parte de la PRL resulta también en la inducción de 

efectos opuestos a los ya mencionados. La regulación de la inhibición y activación de dicho 

proceso por una misma hormona es posible a través de un corte proteolítico específico el 

cual controla los estadíos pro y anti-angiogénicos (Clapp et al., 2006). Con el corte 

proteolítico de la PRL se da lugar a una familia de moléculas caracterizadas por tener efectos 

antiangiogénicos denominadas vasoinhibinas (Clapp et al., 2015). 

1.2 Las vasoinhibinas. 

Las vasoinhibinas, antiguamente llamadas “PRL 16k”, son una familia de péptidos derivados 

de la PRL a través de un corte proteolítico del que resultan moléculas con tamaños de entre 

11 y 18 kDa, que comparten todas la región NH2-terminal de la PRL y poseen propiedades 

anti-angiogénicas (Triebel et al., 2015). La actividad biológica de las vasoinhibinas se le 

atribuye a la región NH2-terminal debido a que los fragmentos COOH-terminal carecen de las 

propiedades ya mencionadas (Clapp et al., 2006).  

Las vasoinhibinas fueron detectadas por primera vez en células de la pituitaria, sin embargo, 

hasta el momento también se conoce que pueden ser producidas en la próstata, la glándula 

�7



mamaria, los condrocitos, el riñón, el hígado, la retina y el miocardio (Bernard et al., 2015; 

Triebel et al., 2015). 

1.2.1 La generación de vasoinhibinas. 

La producción de vasoinhibinas ocurre a través del corte proteolítico de la PRL por la acción 

de diferentes enzimas endógenas como la catepsina D, las metaloproteasas de matriz 

extracelular y la proteína morfogenética de hueso 1 (BMP-1) (Fig. 3).  

La catepsina D es una endoproteinasa aspartática que se distribuye en vesículas 

intracelulares como lisosomas, fagosomas y endosomas (Cruz-Soto et al., 2009). Dentro de 

sus principales funciones se encuentran la degradación metabólica de proteínas 

intracelulares, la activación y la degradación de hormonas polipeptídicas y de factores de 

crecimiento, la activación de precursores enzimáticos, el procesamiento de antígenos 

cerebrales, la regulación de la apoptosis y de la angiogénesis (Benes et al., 2008).  

La catepsina D es catalíticamente más activa a un pH ácido, se ha demostrado que genera 

vasoinhibinas a pH menores a 5.5 (Clapp et al., 2008). De los primeros reportes que se 

hicieron en relación al corte proteolítico de la PRL por la catepsina D fue el de Baldocchi et al. 

(1993), quienes realizaron ensayos in vitro incubando PRL de rata a un pH ácido con 

catepsina D y con explantes de tejido 

m a m a r i o , e n c o n t r a n d o q u e s e 

generaban fragmentos NH2-terminal de 

16kDa. Piwnica et al. (2004) reportaron 

que la PRL humana también era cortada 

por la catepsina D en extractos de 

cé lu las mamar ias , p roduc iendo 

vasoinhibinas de 15kDa, 16.5kDa y 

17kDa. De la misma forma Lkhider et al. 

(2004) encontraron que dicha proteasa 

es liberada por las células epiteliales de 

la glándula mamaria, y corta la PRL en 

vasoinhibinas. En la adenohipófisis 

también se encontró la actividad de 

corte de la PRL por la catepsina D, 
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Figura 3 . Generación de vasoinhib inas. E l 
procesamiento proteolítico de la prolactina por proteasas 
como la catepsina D, las mealoproteasas de matriz 
extracelular (MMPs) y la proteína mofogenética de hueso 
1 (BMP 1) genera fragmentos NH2-terminal de diferentes 
tamaños, con actividad antiangiogénica (Modificado de 
Clapp et al., 2008).  



pruebas in vitro de corte de PRL a pH 5 con extractos adenohipofisiales demostraron la 

capacidad de la catepsina D para la generación de vasoinhibinas en dicho tejido (Cruz-Soto 

et al., 2009).    

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son un grupo de enzimas proteolíticas 

que como lo indica su nombre tienen un papel preponderante en la degradación y remodelaje 

de dicha matriz (Birkedal-Hansen et al., 1993). La familia de las MMPs está compuesta por 

28 miembros, las cuales regulan un gran número de procesos biológicos como la reparación 

de heridas, la angiogénesis, la apoptosis, la organomorfogénesis y la ovulación (Mittal et al., 

2016). Macotela et al. (2006) encontraron la producción de vasoinhibinas en ensayos in vitro 

de corte de la PRL con extractos de condrocitos de rata y MMPs purificadas, a un pH neutro 

(pH 6.5, 7, o 7.5). Las vasoinhibinas generadas resultaron ser de 17kDa, 16kDa, 14kDa y 

12kDa, siendo partícipes de tal generación las: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 y 

MMP-13.  

Por último, la proteína morfogenética de hueso 1  (BMP-1), es una metaloproteasa que tiene 

roles en la formación de la matriz extracelular y en la activación de factores de crecimiento. 

Ge et al. (2007) describen en sus estudios la capacidad de dicha proteína para cortar la PRL 

y generar fragmentos anti-angiogénicos de 17kDa .  

1.2.2 Las acciones y vías de señalización de las vasoinhibinas. 

Contrario a su precursor, las vasoinhibinas se caracterizan por tener efectos inhibitorios 

sobre la función vascular, interfieren con la actividad de factores de crecimiento vasoactivos 

como el VEGF, el bFGF, la interleucina (IL-1β), la bradiquinina y la acetilcolina (Clapp et al., 

2015); estimulan la apoptosis de células endoteliales, promoviendo así la regresión de los 

vasos sanguíneos en la córnea, la retina y el corazón (Clapp et al., 2006). Además, son 

capaces de bloquear la vasodilatación, la vasopermeabilidad y favorecen acciones pro-

inflamatorias (Clapp et al., 2009).  

El receptor de las vasoinhibinas aún no ha sido identificado, se conoce que las células 

endoteliales poseen sitios de unión a vasoinhibinas, saturables y de alta afinidad los cuales 

son diferentes al RPRL (Clapp et al., 2008). Las vasoinhibinas actúan inhibiendo la activación 

de la vía de señalización de las MAPK al nivel de Ras y la proteína cinasa G (Clapp et al., 

2009) y bloquean la actividad de la síntesis de la óxido nítrico endotelial (eNOS) inhibiendo la 

vasodilatación (Clapp et al., 2006). Inhiben las transiciones del ciclo celular G0-G1 y G2-M 
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reduciendo la expresión de la ciclina D-1 y B-1, también aumentan la expresión de los 

inhibidores de ciclo celular p21cip1 y p27kip1 (Clapp et al., 2008). Inducen la apoptosis 

promoviendo la activación de NF-kB y las caspasas 8 y 9 que a su vez estimulan a la 

caspasa 3 y provocan la fragmentación de ADN (Clapp et al., 2015).  

El estudio de las vasoinhibinas en el SNC no ha sido hecho a profundidad, habiendo muy 

pocos estudios sobre el tema. Ferraris et al. (2011) encontraron que las vasoinhibinas 

poseían efectos anti-proliferativos y pro-apoptóticos en las células de la pituitaria. De la 

misma forma, los estudios de Zamorano et al., 2014 demostraron que la inyección de 

vasoinhibinas recombinantes en los ventrículos laterales, provoca que estas causen efectos 

ansiogénicos y depresivos, sin embargó aún se desconoce el mecanismo por el cual actúan.  

Además de su presencia y producción en la adenohipófisis, se desconoce si existe 

producción de vasoinhibinas en otras estructuras del SNC y cuáles son sus acciones sobre 

las células de tal sistema 

1.3 El eje PRL/vasoinhibinas. 

La generación de vasoinhibinas se encuentra bajo una regulación fisiológica que depende de 

la PRL circulante y la secretada en el tejido. Dadas las acciones complementarias que tienen 

la PRL y las vasoinhibinas se ha propuesto que dichas hormonas se encuentran organizadas 

en un eje, que está integrado por el hipotálamo, la adenohipófisis y el tejido blanco (Triebel et 

al., 2015). Dicho eje se forma debido a las características que tienen ambas hormonas en su 

regulación y síntesis, las vasoinhibinas son hormonas efectoras cuya regulación fisiológica 

cambia de acuerdo a diferentes etapas y por la secreción de PRL que provoca que sus 

concentraciones sean recíprocas. Además las vasoinhibinas no se originan de un gen 

independiente, puesto que son el resultado de una modificación postraduccional de la PRL, 

comparte con esta un mismo ARN mensajero (Clapp et al., 2009). Por lo tanto son los niveles 

y  la síntesis de la PRL aunado a la actividad de corte de enzimas como la catepsina D, MMP 

o BMP-1 lo que determina la concentración de vasoinhibinas.  

Las acciones del eje PRL/Vi han sido detectadas en diferentes tejidos, en la retina una 

desregulación en la producción de vasoinhibinas retino-oculares se encuentra ligada a 

retinopatías vasoproliferativas; en el corazón altas concentraciones de PRL conllevan a 

mayores niveles de vasoinhibinas dentro del miocardio ventricular encontrándose 

relacionados con la miocardiopatía periparto; en la glándula mamaria la catepsina D controla 
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la producción de vasoinhibinas que participan en su involución; en la placenta y tejido 

amniótico un exceso en la síntesis de vasoinhibinas puede generar preclampsia y 

anormalidades en el crecimiento fetal (Triebel et al., 2015). 

1.3.1 El eje PRL/vasoinhibinas en el hipocampo. 

El hipocampo es una estructura cerebral que pertenece al sistema límbico y tiene un 

importante papel en la memoria y el aprendizaje. Es una estructura pareada con dos mitades 

en espejo a la izquierda y derecha del encéfalo (Shepherd, 1998), posee una forma muy 

característica la cual (en el humano) se asemeja a la de un caballito de mar, razón por la cual 

que fue denominado de esa manera (Deshmuch y Knierim, 2012).  

Se han reportado acciones neuroprotectoras y neurogénicas de la PRL en el hipocampo. El 

efecto antidepresivo de la PRL se produce a partir de su efecto neurogénico (Torner, 2016), 

que genera a su vez una mejora en el ánimo. Walker et al. (2012) encontraron que la 

administración de la PRL a un cultivo de células neurales precursoras o directamente sobre 

el giro dentado, incrementaba de manera significativa el número de progenitores, además el 

déficit de la PRL causaba una deficiencia en el desarrollo de la memoria y el aprendizaje, 

situación que se veía mejorada con la administración de PRL recombinante. De la misma 

forma las investigaciones de Mak y Weiss (2010) demostraron que inyecciones 

intracerebroventriculares de PRL en ratones macho adultos incrementaba considerablemente 

la proliferación celular en el giro dentado. Otros reportes demostraron que la PRL ejerce 

efectos protectores sobre la neurogénesis adulta en el giro dentado bajo condiciones de 

estrés crónico, probablemente de manera directa a través de su receptor, sin embargo no se 

encontró un aumento en la proliferación celular (Torner et al., 2009). Por otro lado, Lajud et 

al. (2013) encontraron efectos de la PRL contrarios a los reportados en adultos sobre la 

neurogénesis, ya que altas dosis administradas en neonatos produjeron una reducción en la 

proliferación celular, lo que indica que la PRL podría también estar implicada en el desarrollo 

de estadios patológicos.       

Respecto a las acciones neuroprotectoras de la PRL en el hipocampo existen trabajos que 

relacionan los altos niveles de la PRL durante el periodo lactante con un aumento sobre la 

arquitectura dendrítica, la plasticidad neuronal y con un decrecimiento en la muerte celular, 

existiendo una protección contra un daño tisular generado por el ácido kaínico (Morales, 

2011). Una administración diaria de PRL bloquea la muerte celular y la neurodegeneración en 
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la áreas CA1, CA2 y CA3 del hipocampo (Morales et al., 2014; Reyes-Mendoza y Morales, 

2016; Tejadilla et al., 2010).  

La presencia y acciones de las vasoinhibinas en el hipocampo aún no han sido reportadas, 

por lo que es importante su estudio para conocer un posible efecto regulador dadas las 

acciones de la PRL en dicha estructura.      

1.4 Los astrocitos. 

Los astrocitos son células gliales especializadas que en los mamíferos son las más 

numerosas del cerebro (Molofsky et al., 2015), superando por más de cinco veces al número 

de neuronas existentes (Sofroniew y Vinters, 2010). Son fundamentales para la homeostasis 

del SNC ejerciendo un importante rol en la organización estructural y de soporte del tejido 

nervioso, forman parte del control de la migración axonal, la regulación sináptica y de los 

nutrientes (Verkhratsky y Papura, 2016). Los astrocitos son elementos cruciales de la unidad 

neurovascular, forman un revestimiento alrededor de los vasos sanguíneos conocido como 

glia limitans, que junto con los pericitos y las células endoteliales funcionan como barrera 

para la entrada de moléculas, iones y células al cerebro, a dicha estructura se le conoce 

como barrera hematoencefálica (BHE). Los astrocitos regulan la entrega de nutrientes de los 

capilares a las neuronas, el flujo sanguíneo y la permeabilidad de dicha barrera (Molofsky et 

al., 2015). La interacción entre los tres tipos celulares que forman la barrera es crucial para 

su correcto funcionamiento.  

De acuerdo a la edad los astrocitos ejercen diferentes funciones, en etapas embrionarias se 

conoce que funcionan como progenitores neurales y sirven como soporte para la migración 

(Rakic, 2007), además secretan MMPs y moléculas de señalización para regular el 

crecimiento dendrítico y axonal (Molofsky et al., 2015). Los astrocitos postnatales participan 

de manera activa en la formación de sinápsis, conexiones vasculares y en su estabilización 

(Pfrieger, 2009). Mientras que en la etapa adulta, promueven la supervivencia neuronal en el 

contexto de la neuroinflamación (Saijo et al., 2009), además de participar en la plasticidad 

sináptica en regiones como el hipotálamo o el hipocampo (Araque y Navarrete, 2010). 

También actúan ante el daño tisular, respondiendo ante alguna infección o trauma, sucesos 

en los que se “activan” lo que resulta en una proliferación e hipertrofia, en un proceso 

conocido como astrogliosis (Robel et al., 2011). Respecto a la angiogénesis, se ha probado 
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que los astrocitos son capaces de inducirla a través de la activación de la vías Jagged1 y 

Notch1 (Zhai et al., 2015),       

1.4.1 Los astrocitos y la PRL. 

La PRL actúa como un mitógeno para diversos tipos celulares, entre ellos las células de la 

glía. En los astrocitos se ha probado que la PRL es capaz de estimular su proliferación, 

DeVito et al. (1993) fueron los primeros en demostrar el efecto de la PRL sobre la 

proliferación de los astrocitos in vitro, el cual está regulado por vías de señalización que 

involucran la activación de la proteína cinasa C (PKC). Además, en ensayos in vitro se 

demostró la presencia del RPRL en dichas células, considerando un posible papel en la 

respuesta inmune (Modersheim et al., 2007). Mangoura et al. (2000) demostraron que la PRL 

activa vías de señalización mitogénicas que involucran la activación de la fosfolipasa C y 

activando también vías de señalización que promueven la diferenciación como la vía de las 

Jak/STAT, en cultivos de astrocitos embrionales de 15 días de gestación. DeVito et al. (1995) 

en ensayos in vivo encontraron que la PRL promueve la astrogliosis en sitios con daño 

tisular, además de que aumenta la expresión de citocinas inflamatorias como TNF-alfa y la 

interleucina-1-β, lo que también sugiere un papel de la PRL en la regulación de la respuesta 

inmune de los astrocitos. Estudios más recientes han sugerido un importante papel de la PRL 

en la recuperación de tejidos tras un daño, Modersheim et al. (2007) realizaron estudios in 

vivo que confirmaron una alta correlación de los niveles de PRL circulante con la proliferación 

de los astrocitos teniendo también un efecto protector. Todos estos resultados indican un 

importante papel de la PRL en la modulación de la respuesta al daño tisular de los astrocitos 

así como en su diferenciación y proliferación durante el neurodesarrollo. En contraparte, no 

se conoce nada sobre las posibles acciones de las vasoinhibinas en los astrocitos. 

1.5 Las proteasas en el sistema nervioso central. 

A lo largo del ciclo de vida de los individuos ocurren fenómenos de crecimiento, 

reordenamiento, maduración y envejecimiento de los tejidos, en la regulación de dichos 

eventos es requerida la participación de señalizaciones hormonales, factores de crecimiento 

y de enzimas. En el desarrollo del SNC las enzimas proteolíticas controlan la remodelación 

del tejido, la migración y la plasticidad celular, a la vez que se encuentran involucradas en 

procesos de reparación por daño tisular (Wright y Harding, 2005).  
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Las MMPs se encuentran ampliamente expresadas en el tejido nervioso debido a que están 

involucradas en el remodelado de la matriz extracelular, participando en la migración celular y 

la formación de procesos axonales y dendríticos, además su expresión está regulada 

diferencialmente a lo largo del desarrollo, presentándose niveles más altos durante estadíos 

embrionarios y neonatales (Sekine-Aizawa et al., 2001). En el cerebro se ha reportado la 

presencia de las MMP-2, -9, -11, -12, -13, -14, -15, y -24, siendo las más frecuentes las 

MMP-2 y -9 que actúan en la formación de circuitos neuronales en respuesta a la actividad 

neural o daño tisular (Fujioka et al., 2012).  

La catepsina D se encuentra presente de manera general y diferencial en gran parte de los 

tejidos del organismo, en el SNC participa en procesos de apoptosis y fagocitosis, también 

posee una capacidad proteolítica selectiva la cual es indispensable en el control del ciclo 

celular, la migración y la diferenciación del tejido, actuando principalmente durante la 

angiogénesis y el crecimiento neuronal (Khalkhali-Ellis y Hendrix, 2014). Su expresión 

también se ha visto relacionada con la edad, ya que participa en procesos de envejecimiento 

(Stoka et al., 2016). Debido al importante papel que los astrocitos desempeñan en la 

regulación de la homeostasis del cerebro, estos poseen un rol crítico sobre la respuesta del 

tejido nervioso. Los astrocitos son también células secretoras de proteasas, las cuales 

ayudan en la migración celular y el control de la formación de las conexiones sinápticas. En 

respuesta a diversos estímulos estos pueden ser secretores de enzimas proteolíticas como la 

catepsina D (Hah et al., 2012) o las MMPs como la MMP-2 y -9 (Hsieh y Yang, 2014; Yang et 

al., 2015).  
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2. Justificación 

_______________________________________________________________________ 

El eje PRL/Vasoinhibinas posee acciones sobre diversos tejidos del organismo, regulando  

tanto funciones fisiológicas como patológicas. Estas acciones han sido descritas 

principalmente en el sistema vascular, donde la PRL y las vasoinhibinas poseen efectos 

contrarios promoviendo o inhibiendo la angiogénesis, respectivamente. La función del SNC 

depende de una estrecha coordinación entre el tejido neural y el vascular, que ha llevado a 

acuñar el concepto de unidad neurovascular. Más aún, en el SNC también se ejercen 

acciones opuestas entre la PRL y las vasoinhibinas (mientras que la primera es ansiolítica, 

las segundas son ansiogénicas), sin embargo aún se desconocen cuáles son los 

mecanismos celulares y moleculares que subyace a las acciones de este eje funcional en el 

SNC. Las acciones resultantes del eje PRL/vasoinhibinas dependen de la concentración de 

PRL y de la actividad de las enzimas proteolíticas que producen a las vasoinhibinas. Debido 

a que la expresión de dichas enzimas cambia durante el desarrollo, se propuso investigar 

particularmente en los astrocitos, células que regulan el sistema neurovascular, la presencia 

de los distintos elementos que conforman el eje PRL/vasoinhibinas en tres diferentes etapas 

del desarrollo, como un primer acercamiento para dilucidar la regulación que dicho eje ejerce 

en la fisiología neural. 
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3. Hipótesis 

_______________________________________________________________________ 

El eje PRL/vasoinhibinas está presente en astrocitos del hipocampo, y es regulado de forma 

diferencial a lo largo del desarrollo del ratón. 
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4. Objetivos 

_______________________________________________________________________ 

4.1 General 

Investigar en astrocitos hipocampales obtenidos de diferentes etapas del desarrollo del ratón 

(embrión, neonato y adulto) la expresión del gen de la PRL, la proporción entre la PRL y las 

vasoinhibinas endógenas, así como la actividad enzimática responsable de la conversión de 

la primera en las segundas. 

4.2 Específicos 

1. Estandarizar en ratones CD-1 la disección del hipocampo y el cultivo de astrocitos en 

embriones de 16 días de gestación (E16), neonatos y adultos de 3.5 meses.   

2. Determinar la expresión endógena del gen de la PRL en el hipocampo y astrocitos en las  

etapas del desarrollo mencionadas.  

3. Establecer la proporción endógena entre la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo y 

astrocitos durante las etapas del desarrollo mencionadas. 

4. Comprobar la actividad y la naturaleza enzimática del corte de la PRL a vasoinhibinas en 

extractos hipocampales y de astrocitos aislados a través de las diferentes etapas del 

desarrollo. 
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5. Material y Métodos 

_______________________________________________________________________ 

5.1 Animales 

Fueron utilizados ratones albinos CD-1 de 16 días de gestación (E16), neonatos (P0) y 

machos adultos de 3.5 meses de edad, obtenidos del bioterio del Instituto de Neurobiología 

de la UNAM campus Juriquilla, Querétaro. Todos los protocolos experimentales con animales 

fueron aprobados por el Comité de Ética en Investigación del Instituto de Neurobiología. 

5. 2 Extracción de hipocampos 

Embriones de ratón E16 obtenidos de una ratona gestante sacrificada por asfixia con CO2, 

fueron sumergidos en una solución de disección constituida por Hanks’ Balanced Salt 

Solution (HBSS; 14175-095, GIBCO) y 1% de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO). Se abrió el 

cráneo y se extrajo el cerebro colocándolo en la solución de disección, donde las meninges 

fueron retiradas. Una vez separados los hemisferios y la materia blanca, quedó expuesto el 

hipocampo que fue disecado y congelado a -80ºC. Por otra parte los ratones neonatos, 

fueron anestesiados por hipotermia y decapitados, se abrió el cráneo y se extrajo el cerebro, 

siguiendo el mismo procedimiento que en los ratones embriones para obtener el hipocampo 

(Fig. 4). Los ratones adultos de 3.5 meses de edad fueron sacrificados por asfixia con CO2 y 

decapitados, se disecó el hipocampo como se describió anteriormente. 

5.3 Cultivos celulares 

Los cultivos primarios de astrocitos fueron obtenidos a partir del hipocampo de ratones CD-1, 

de edades E16 y neonatos. Debido a la imposibilidad de obtener astrocitos adultos en cultivo 

estos fueron excluidos de los experimentos subsecuentes. Los hipocampos se incubaron en 

tripsina al 0.25% (Gibco; 27250-018) en HBSS por 20 minutos a 37ºC. Posteriormente el 

tejido fue centrifugado a 4,000 rpm durante cinco minutos, se aspiró el sobrenadante y el 

precipitado fue re-suspendido en 10 mL de medio de mantenimiento de astrocitos (Medio 

DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium; DML10) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (FBS; GIBCO) y 1% de Penicilina/Estreptomicina. El re-suspendido fue colocado en 

botellas de cultivo celular previamente recubiertas con poli-D-lisina (1µg/mL; SIGMA, P6407) 

e incubadas a 37ºC. El medio de cultivo fue renovado cada tres días. Una vez que los 
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astrocitos alcanzaron una confluencia del 100%, para retirar la microglía las botellas de 

cultivos se agitaron a 240 rpm durante 6 horas a 37ºC, al término de la agitación se agregó 

medio fresco suplementado con β-Citocina D-Arabinofuranosido (AraC; C1768-1G, SIGMA) 

10µM, un agente antimitótico que evita la proliferación y promueve la muerte de la microglia. 

El medio se cambió 5 días después de la administración del Ara C. Para todos los casos las 

células fueron utilizadas dos días después del cambio de medio. En los procedimientos 

descritos a continuación los astrocitos fueron resembrados a una densidad de 50,000 cél/

cm2. 

5.4 Inmunocitoquímica 

Los astrocitos resembrados en cubre-objetos de vidrio colocados en pozos de placas de 

cultivo fueron fijados con paraformaldehído al 4% (SIGMA, P6148) en el día 6 in vitro (DIV6) 

y permeabilizados con tritón X-100 (BioRad, 161-0407) al 0.1% en PBS. Se realizó un 

bloqueo utilizando suero normal de cabra (NGS) al 10% seguido de la incubación con un 

anticuerpo primario policlonal anti-GFAP (1:1000; EMD Milipore, AB5804) toda la noche a 

4ºC. Fue utilizado el anticuerpo secundario policlonal anti-conejo (1:5000) fluorescente Alexa 

Fluor 555. Los cubreobjetos se montaron sobre porta-objetos y el sellado se realizó utilizando 

10µL de vectashield con 4‘,6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories, 150078555) 
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Figura 4. Disección del hipocampo de ratón neonato. A. Ratón neonato 
decapitado. B. La piel y el cráneo son retirados dejando expuesto el cerebro. C. 
Cerebro completo, la flecha negra indica una arteria meningea. D. El cerebro 
después de retirar el cerebelo y  las meninges. E. Hemisferio derecho sin 
meninges y materia blanca, la línea punteada indica la ubicación del hipocampo. 
F. Hipocampo separado de la corteza. Para todas las imágenes, izquierda: parte 
posterior, derecha: parte anterior. Las líneas punteadas indican el lugar de 
incisión. 



para el marcaje de los núcleos. Las imágenes fueron obtenidas utilizando el microscopio 

confocal LSM 510 (Zeiss) y analizadas con el programa Aim Imagen Examiner (Carl Zeiss 

microimaging).   

5.5 Extractos de astrocitos 

Los astrocitos fueron resembrados en placas de cultivo y después de alcanzar el 100% de 

confluencia se realizaron tratamientos con Ara C 10µM para eliminar la microglia 

sobreviviente. Las células fueron cosechadas y re-suspendidas en 100µL de solución de lisis 

celular para extracción de proteínas (Tris HCl 1M  (4103-02, J.T. Baker) pH 7.5, EGTA 0.2M 

(E-4378, Sigma) pH 7.5, EDTA 0.2M (3002E, Research Organics) pH 7.5, 1% Nonidet PAO 

1% (Igepal, CA-630), Ortovanadato de sodio 0.1M (Na3VO4, S6508, Sigma), Fluoruro de 

sodio 0.05M (NaF, S7920, Sigma), Pirofosfato de sodio 5mM (221362, Sigma), Sacarosa 

0.26M (4072-05, J.T. Baker)) o en 350 µL de solución de lisis celular para extracción de ARN 

(RLT, Kit RNeasy Mini, 74106, Qiagen).   

5.6 Purificación y cuantificación de proteínas 

Los hipocampos de ratones de las tres edades utilizadas fueron disgregados con un 

homogeneizador de pistola en solución de lisis celular para extracción de proteínas y 

posteriormente sonicados a una amplitud del 50% por 5 segundos, por último se procedió a 

centrifugar (13,200 rpm) por 5 minutos a 4ºC. Los extractos de astrocitos se mantuvieron en 

agitación por 30 minutos y fueron centrifugados a 13,200 rpm por 5 minutos a 4ºC. Para 

todos los casos, se recuperó el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas 

totales utilizando el ensayo de Bradford (Protein Assay; 500-0006, Bio-Rad) y una curva 

estándar de albúmina de suero bovino (BSA; Sigma, A4503). 

5.7 RT-PCR en tiempo real 

Los hipocampos de las tres edades y los astrocitos aislados fueron almacenados a -70ºC. Se 

extrajo y cuantificó el ARN total utilizando el kit comercial RNeasy Mini (74106, Qiagen). 1µg 

fue utilizado para la transcripción reversa utilizando la enzima transcriptasa reversa 

Superscript III RT (200 U/µL) incubando 10 minutos a 25ºC, 2 horas a 37ºC y 5 minutos a 

85ºC. 5µL fueron usados para la amplificación del ADN complementario por la técnica de la 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR), 15 segundos a 95ºC, 30 

�20



segundos a la temperatura de alineamiento específica de los primers y 30 segundos a 72ºC, 

por 38 ciclos. Los productos de la PCR fueron detectados y cuantificados utilizando el kit 

SYBR Green qPCR MasterMix (Thermo Scientific, K0223) en un volumen final de 10µL 

conteniendo 0.5µM de cada iniciador. La amplificación fue llevada a cabo en un termociclador 

PCR CFX96 (BioRad). Fueron utilizados iniciadores específicos para el gen de la PRL de 

ratón (sentido 5’ GTT TGA CCG TGT GGT CAT AC 3’, y antisentido 5’ GGC TTG TTC CTT 

GTC TTC AG 3’ Tm 62ºC). Como control de carga se midió la expresión del gen constitutivo 

ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) ((sentido 5’ GTA ATG ATC AGT CAA CGG 

GGG AC 3’, y antisentido 5’ CCA GCA AGC TTG CAA CCT TAA CCA 3’ Tm 60.2ºC). Como 

control positivo se utilizó hipófisis de ratón. 

5.8 Ensayo in Vitro de corte de PRL 

La actividad de las enzimas que cortan PRL a vasoinhibinas fue evaluada incubando 50 ng 

de PRL de rata en 13 µL de solución de incubación pH 7 (Tris base 0.05M (H5135, Promega), 

NaCl 0.15M (1.064041000, MERCK), CaCl2 0.01M (1332, J.T. Baker)) con extractos de 

hipocampo o astrocitos hipocampales de ratón, llevando a un volumen final de 19 µL. Para la 

incubación a pH5, 50 ng de PRL de rata, 13µL de solución de Citrato-Fosfatos pH 5 (Ácido 

cítrico (C-8532, Sigma), Fosfato de sodio bibásico anhidro (3828-05, J.T. Baker)) con NaCl 

0.15 M (1.064041000, MERCK) se mezclaron con extractos de hipocampo o astrocitos 

hipocampales de ratón. En ensayos independientes, un inhibidor de la catepsina D, la 

pepstatina A a una concentración de 1.4 µM (SLBG8180V, Sigma) fue pre-incubada con los 

extractos de hipocampo o astrocitos hipocampales por 30 minutos a temperatura ambiente, 

posteriormente se agregaron 50 ng de PRL de rata, 13 µL de la solución de incubación pH 5 

y se llevó a un volumen final de 20 µL. En todos los casos la mezcla se incubó a 650 rpm por 

24 horas a 37ºC (Termomixer confort, Eppendorf) y después de la incubación fue reducida 

agregando solución de Laemmli (SDS 10% (Sodio Dodecil Sulfato; 161-0302, Bio-Rad), 

Glicerol 20% (G-6279, Sigma), Azul de Bromofenol 0.5% (161-0404, Bio-Rad), Tris HCl 0.5M 

(4103-02, J.T. Baker) pH 6.8) más β-Mercapto-Etanol (1:20; 1610710, Bio-Rad) y se hirvió 

por 5 minutos.     
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5.9 Western Blot          

Para determinar la presencia de PRL y vasoinhibinas en extractos de hipocampos, de 

astrocitos aislados o del procesamiento proteolítico in vitro, fueron utilizados 40µg de 

proteína total o el volumen total de cada reacción de corte, los cuales se procesaron en geles 

de poliacrilamida al 15% bajo condiciones reductoras y fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa (9004-70-0, Bio-Rad). Posteriormente las membranas fueron incubadas toda la 

noche a 4ºC con el anticuerpo policlonal anti-PRL de ratón (Proporcionada por el Dr. 

Talamantes, dilución 1:500) o el anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata (INN1, dilución 

1:500; National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD) el 

cual detecta la región NH2-terminal de la PRL, según fuera el caso. Los complejos antígeno-

anticuerpo fueron detectados mediante anticuerpos secundarios conjugados a la enzima 

peroxidasa (SuperSignal West Pico, Thermo Scientific, 34087). 
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6. Resultados 

_______________________________________________________________________ 

6.1 Estandarización del cultivo de astrocitos 

Para la realización del cultivo de astrocitos fue necesario utilizar entre 10 y 15 ratones por 

cultivo, dado que así se obtuvo la cantidad de tejido suficiente que permitiera obtener un 

número de células adecuado para la formación de una monocapa. Después de 24 horas del 

sembrado fue posible distinguir astrocitos pegados en el fondo de la botella de las dos 

edades (Fig. 5A y 6A), aunque en los cultivos de E16 se observó mayor cantidad de 

precursores neurales acompañados de otras formas celulares como la microglía o células 

precursoras de oligodendrocitos (OPCs). Durante cinco días los astrocitos proliferan 

exponencialmente y al cabo de este tiempo, cubren totalmente la base de la botella de cultivo 

por lo que alcanzan una confluencia del 100% (Fig. 5D y 6D). También fue posible distinguir 

células de la microglía presentes en toda la botella, particularmente en los cultivos de 

neonatos dónde tales células tuvieron una mayor presencia (Fig. 6D). Dado que al alcanzar 

la confluencia los astrocitos dejan de proliferar debido a una inhibición del crecimiento por 

contacto, en ambos casos la agitación por seis horas y el tratamiento con AraC 10µM logró 

eliminar casi totalmente la microglía (Fig. 5E y 6E).  
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Figura 5. Proliferación de astrocitos de ratón 
E16 en cultivo. A. DIV1, primeros astrocitos 
pegados en la botella, hay una alta presencia 
de neuronas y OPCs (flechas blancas). B. DIV2, 
comienza la proliferación de astrocitos (flechas 
blancas). C. DIV3, se forma una monocapa de 
astrocitos en diversas áreas de la botella de 
cultivo. D DIV5, se alcanza una confluencia del 
100%, la microglía se encuentra presente en 
todo el cultivo (flechas blancas). E. DIV11, 
cultivo de astrocitos después de cinco días de 
tratamiento con 10 µM de AraC, el cual resulta 
en una considerable reducción de la microglía. 
Fotografías en campo claro (4x aumento) en un 
microscopio invertido. Imágenes tomadas con el 
programa Q-Capture Pro 7 (2010). La barra de 
escala representa 250 µm. DIV: Día in vitro.  



 

En el análisis por inmunocitoquímica las células de las dos edades estudiadas resultaron ser 

positivas para la proteína gliofibrilar ácida (GFAP) la cual es un marcador específico de los 

astrocitos. Aunado a esto la mayor cantidad de los núcleos teñidos correspondieron con la 

señal positiva a la GFAP, por lo que se confirmó la obtención de cultivos de astrocitos de alta 

pureza (Fig. 7B y D).    
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Figura 6. Proliferación de astrocitos de ratón 
neonato en cultivo. A. DIV1, primeros 
astrocitos pegados en la botella (flechas 
negras). B. DIV2, comienza la proliferación de 
astrocitos, hay presencia de microglía y OPCs 
(flechas negras). C. DIV3, se forma una  
monocapa de astrocitos en diversas áreas de la 
botella de cultivo. D. DIV5, la monocapa alcanza 
una confluencia del 100%, la microglía se 
encuentra presente en todo el cultivo (flechas 
negras). E. DIV11, cultivo de astrocitos después 
de cinco días de tratamiento con 10µM de AraC, 
el cual resulta en una considerable reducción de 
microglía. Fotografías en campo claro (4x 
aumento) en un microscopio invertido. Imágenes 
tomadas con el programa Q-Capture Pro 7 
(2010) La barra de escala representa 250µm. 
DIV: Día in vitro.

Figura 7. Caracterización inmunocitoquímica 
de cultivos de astrocitos hipocampales de 
ratónes E16 y neonatos. A. Astrocitos 
hipocampales de ratones E16 vistos en campo 
claro, DIV6. B. Astrocitos hipocampales de 
ratones E16 marcados con el anticuerpo 
policlonal anti-GFAP, DIV6. C. Astrocitos 
hipocampales de ratones neonatos vistos en 
campo claro, DIV6. D. Astrocitos hipocampales 
de ratones neonatos marcados con el anticuerpo 
policlonal anti-GFAP, DIV6. E. Control negativo. 
En azul se presentan los núcleos teñidos con 
DAPI. Imágenes tomadas en Z-stack 600µm (20x 
aumento) en un microscopio confocal LSM 510 
con el programa Aim Imagen Examiner La barra 
de escala representa 50µm. DIV: Día in vitro.

A C

B D E



6.2 Presencia endógena de la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo del ratón. 

El análisis de la expresión del gen de la PRL se evaluó por PCR en tiempo real 

observándose una curva de amplificación del gen en las muestras de hipocampos de la 

etapa neonata y adulta, pero no en los hipocampos de ratones E16 (Fig. 8A). La expresión 

de la PRL resultó ser considerablemente menor en el hipocampo que en la hipófisis, como lo 

mostraron sus niveles de Cq. Al analizar la presencia de la PRL y las vasoinhibinas en 

extractos de hipocampo por Western blot, se encontró la presencia de bandas 

inmunoreactivas que corresponden a la PRL, así mismo se detectaron bandas de 14, 16, 17 

y 18 kDa correspondientes a las vasoinhibinas. En la resolución de los extractos 

hipocampales de embriones y neonatos se observaron tres bandas de vasoinhibinas (14, 16 

y 18 kDa), mientras que en los extractos de hipocampo de adulto sólo se identificaron dos 

bandas (14 y 18 kDa) siendo más densa la banda de la vasoinhibina de 17 kDa (Fig. 8B). 

Estos resultados indican que tanto la PRL como las vasoinhibinas están presentes en el 

hipocampo del ratón de diferentes edades y sugieren que puede estar presente la maquinaria 
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Figura 1. Presencia endógena de la PRL y las Vi en el hipocampo del 
ratón. Análisis por western blot de extractos de hipocampo de ratones E16 
(E), neonatos (N) y adultos (A). mPRL: Estándar de PRL de ratón, 50ng.

Figura 1

Amplificación
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Ciclos

Hipocampo neonato

Hipófisis de ratón

Hipocapo E16

Hipocampo adulto

A

 mPRL E N A

20

15

kDa

PRL 23k

Vi 16k

Vi 18k

Vi 14k

Vi 17k

B

Tejido Cq
Hipocampo E16 N/A

Hipocampo neonato 31.99
Hipocampo adulto 31.04
Hipófisis de ratón 1.94

Figura 8. Presencia endógena de la PRL y las vasoinhibinas en el hipocampo del ratón. A. Análisis por 
PCR en tiempo real de la expresión del ARN mensajero de la PRL en el hipocampo de ratones E16, neonatos y 
adultos, comparados con su expresión en la hipófisis. En la tabla se presentan los valores de Cq obtenidos. 
(URF: Unidades de fluorescencia relativa) B. Análisis por Western blot de la expresión endógena de PRL y Vi en 
40 µg de extractos hipocampales de ratones E16 (E), neonatos (N) y adultos (A). La dos hormonas se presentan 
de manera diferencial entre las tres edades estudiadas. mPRL: Estándar de PRL de ratón, 50 ng. Anticuerpo 
policlonal anti-PRL de ratón, 1:500 (Donado por Dr. Talamantes). 



enzimática necesaria para el procesamiento de la PRL a vasoinhininas que actúa de manera 

diferencial entre las distintas edades.   

6.3 Procesamiento proteolítico de la PRL a vasoinhibinas por extractos hipocampales del 

ratón. 

La incubación de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de proteína (3 a 12 

µg) de los extractos hipocampales de las diferentes edades en una solución amortiguadora a 

pH 5 resultó en la producción de vasoinhibinas de 16 kDa, sin que se observaran diferencias 
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Figura 2

Figura 2. Procesamiento proteolítico de la PRL a Vi por extractos de hipocampo de ratones E16, neonato y 
adulto a pH 5. a) Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata 
con concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratón (3ng a 3µg) en un pH de 5. Desde 3ng de 
proteína es posible observar un corte de la PRL produciendo Vi de 16kDa. b) Análisis por western blot de los 
productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de extractos de 
hipocampo del ratón (3µg a 12µg) en un pH de 5. Para las tres edades se producen Vi de 16kDa. c) Efecto del 
inhibidor de la catepsina D, 1.5µM de pepstatina A (PepA), en la actividad de corte de 50ng de PRL de rata 
incubados con 6µg de extracto hipocampal a un pH 5. La presencia (+) de dicho inhibidor redujo considerablemente 
tal actividad en las tres edades estudiadas. PI: estándar de PRL pre-incubada, 50ng.      
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Figura 9. La PRL es procesada a vasoinhibinas de 16kDa por la catepsina D hipocampal de ratones 
E16, neonatos y adultos. A. Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 
50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratón (3 µg a 12 µg) 
en un pH 5. En las tres edades se producen Vi de 16 kDa. B. La incubación con pepstatina A 1.5 µM 
(PepA) bloquea la actividad enzimática de la catepsina D inhibiendo el corte proteolítico de 50ng de PRL 
de rata incubados con 6µg de extracto hipocampal a pH 5. La PepA inhibe el corte proteolítico de la PRL 
en las tres edades estudiadas. Ctrl: estándar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL 
de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 
Bethesda, MD). 



notables en la densidad de las bandas (Fig. 9A). Se determinó que las bandas observadas 

correspondían a vasoinhibinas, ya que fueron detectadas utilizando un anticuerpo 

monoclonal (INN-1) que detecta sólo la región NH2-terminal de la PRL. La pre-incubación de 

los extractos hipocampales con pepstatina A, un inhibidor de la catepsina D, ocasionó la 

inhibición casi total del corte proteolítico de la PRL a pH 5 en las tres edades estudiadas. 

Además, no se observó la proteólisis de la PRL incubada a pH 5  en ausencia del extracto 

hipocampal, porque es en el hipocampo de ratón donde están presentes enzimas, como la 

catepsina D, capaces de generar vasoinhibinas. El corte de la PRL a vasoinhibinas fue 
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Figura 2

Figura 2. Procesamiento proteolítico de la PRL a Vi por extractos de hipocampo de ratones E16, neonato y 
adulto a pH 5. a) Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata 
con concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratón (3ng a 3µg) en un pH de 5. Desde 3ng de 
proteína es posible observar un corte de la PRL produciendo Vi de 16kDa. b) Análisis por western blot de los 
productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de extractos de 
hipocampo del ratón (3µg a 12µg) en un pH de 5. Para las tres edades se producen Vi de 16kDa. c) Efecto del 
inhibidor de la catepsina D, 1.5µM de pepstatina A (PepA), en la actividad de corte de 50ng de PRL de rata 
incubados con 6µg de extracto hipocampal a un pH 5. La presencia (+) de dicho inhibidor redujo considerablemente 
tal actividad en las tres edades estudiadas. PI: estándar de PRL pre-incubada, 50ng.      
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Figura 10. La catepsina D hipocampal corta de manera diferencial a la PRL de acuerdo a la edad. A. 
Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50 ng de PRL de rata con 
concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratón (3 ng a 3 µg) en un pH 5. El 
procesamiento de PRL a Vi es mayor en neonatos que en las otras edades. B. La incubación con 
pepstatina A 1.5 µM (PepA) bloquea la actividad enzimática de la catepsina D inhibiendo el corte 
proteolítico de 50 ng de PRL de rata incubados con 60 ng de extracto hipocampal a pH 5. La PepA inhibe 
el corte proteolítico de la PRL en las tres edades estudiadas. Ctrl: estándar de PRL, 50 ng sin incubar. 
Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of Diabetes and 
Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD). 



bloqueado completamente mediante la inactivación por calor de los extractos hipocampales 

(Fig. 9B).  

Al observar que en aún la menor concentración proteica de extractos hipocampales 

empleada se presentó la misma proporción de corte de la PRL en las tres edades de ratón 

estudiadas, decidimos analizar la producción de vasoinhibinas utilizando concentraciones 

menores de los extractos hipocampales, en un rango de 3 ng a 3 µg. Bajo estas condiciones 

se encontró que los extractos hipocampales del ratón neonato poseen una mayor capacidad 

proteolítica a pH 5, en comparación con las incubaciones con extractos de embrión y adulto, 

ya que desde 30 ng de proteína se observa una mayor densidad de la banda de 

vasoinhibinas generada, lo cual indica su mayor concentración (Fig. 10A). De manera similar, 

la pre-incubación con pepsatina A bloqueó el corte proteolítico de la PRL, indicando que la 

catepsina D del hipocampo de los ratones es la responsable su corte. Así mismo, el corte de 

la PRL a vasoinhibinas fue bloqueado completamente mediante la inactivación por calor de 

los extractos hipocampales (Fig. 10B) Estos resultados indican que existen en el hipocampo 

proteasas como la catepsina D capaces de cortar a la PRL y generar vasoinhibinas de 16 

kDa en ambientes ácidos. 

Por otra parte, al incubar a la PRL con los extractos hipocampales de ratón en condiciones 

de pH fisiológico (pH 7), no se observó la generación de bandas de vasoinhibinas en ninguna 

de las tres edades analizadas (Fig. 11). Este resultado indica que en el hipocampo, bajo 

condiciones fisiológicas, no se encuentran presentes o activas enzimas que sean capaces de 

cortar a la PRL en vasoinhibinas.   
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Figura 3. Procesamiento proteolítico de la PRL a Vi por extractos de hipocampo de ratones E16, 
neonato y adulto a pH 7 
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Figura 11. El hipocampo no presenta actividad proteolítica capaz de generar vasoinhibinas en un pH 
neutro. Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50 ng de PRL de rata con 
concentraciones crecientes de extractos de hipocampo del ratón (3 µg a 12 µg) en un pH 7. Las enzimas 
proteolíticas que generan Vi en un pH neutro no se encuentran activas en ninguna de las edades estudiadas. 
Ctrl: estándar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD). 



6.4 Presencia endógena de la PRL y las vasoinhibinas en astrocitos hipocampales del ratón. 

En el hipocampo están presentes diferentes tipos celulares en los que pudiera llevarse a 

cabo el corte proteolítico de la PRL. Dado que se conoce que los astrocitos expresan 

diversas enzimas proteolíticas, procedimos a analizar si estas células son las responsables 

de la generación de vasoinhibinas en el hipocampo. El análisis por PCR en tiempo real y 

Western blot demostró que los astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos no 

sintetizan a la PRL (Fig. 12A y B), por lo que no estarían generando vasoinhibinas de manera 

endógena, y entonces la PRL tendría que provenir de otros tipos celulares para ejercer sus 

acciones en los astrocitos o para ser procesadas a vasoinhibinas. 
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Figura 7. Presencia endógena de la PRL y Vi en astrocitos hipocampales 
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Figura 12. Presencia endógena de la PRL y las vasoinhibinas en astrocitos hipocampales del ratón. A. 
Análisis por PCR en tiempo real de la expresión del ARN mensajero de la PRL en astrocitos hipocampales de 
ratones E16 y neonatos, comparado con su expresión en la hipófisis. En la tabla se muestran los valores del 
Cq obtenidos. (URF: Unidades de fluorescencia relativa). B. Análisis por western blot de la expresión 
endógena de PRL y Vi en 40 µg de extractos de astrocitos E16 (E) y neonatos (N). No se encontró expresión 
de la PRL o su mensajero en ninguna de las edades estudiadas. mPRL: Estándar de PRL de ratón, 50 ng. 
Anticuerpo policlonal anti-PRL de ratón, 1:500 (Donado por Dr. Talamantes).



6.5 Procesamiento proteolítico de la PRL a vasoinhibinas por extractos de astrocitos 

hipocampales del ratón. 

La incubación de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes (2 ng a 2µg) de 

proteína de los extractos de astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos en una 

solución amortiguadora a pH 5, resultó en la generación de vasoinhibinas de 16 kDa. Los  

astrocitos neonatales exhibieron una mayor capacidad proteolítica, sin embargo, gran parte 

de la PRL o los productos generados resultaron ser degradados (Fig. 13A). Debido a esto, se 

decidió extender las concentraciones utilizadas de los extractos, quedando en un rango de 

20 ng a 320 ng para los embriones y de 5 ng a 40 ng para los neonatos. En estas 

condiciones se encontró que, en efecto, los astrocitos neonatales poseen una mayor 

actividad proteolítica, debido a que desde 20 ng de extracto es posible ver una mayor banda 

de vasoinhibinas que sólo fue igualada en embriones al incubar 80 ng del extracto (Fig. 13B),  

Debido a que los fragmentos observados fueron detectados utilizando el anticuerpo 

monoclonal (INN-1) que detecta sólo la región NH2-terminal de la PRL, se determinó que 

estos fragmentos correspondían a vasoinhibinas. 
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Figura 8

Figura 8. Procesamiento proteolítico de la PRL a Vi por extractos de astrocitos hipocampales de ratones E16 y 
neonatos a pH 5. a) Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata con 
concentraciones crecientes de extractos de astrocitos hipocampales del ratón (2ng a 2µg) en un pH de 5. Desde 2ng de 
proteína es posible observar un corte de la PRL produciendo Vi de 16kDa, el extracto de neonato resultó tener una mayor 
actividad proteolítica respecto al embrional exhibiendo una diferencia notable a partir de 20ng de proteína. b) Análisis por 
western blot de los productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de 
extractos de astrocitos hipocampales del ratón (20ng a 320ng para la etapa embrional y 5ng a 40ng para la etapa neonatal). 
c) Efecto del inhibidor de la catepsina D, 1.5µM de pepstatina A (PepA), en la actividad de corte de 50ng de PRL de rata 
incubados con extractos de astrocitos hipocampales (80ng de embrión y 20ng de neonato) a un pH 5. La presencia (+) de 
dicho inhibidor redujo tal actividad en las dos edades estudiadas. PI: estándar de PRL pre-incubada, 50ng.
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Figura 13. La catepsina D presente en los astrocitos hipocampales genera vasoinhibinas de 16 kDa. A. 
Análisis por western blot de los productos generados por la incubación de 50 ng de PRL de rata con 
concentraciones crecientes de extractos de astrocitos hipocampales del ratón (2 ng a 2 µg) en un pH 5. Desde 
2 ng de proteína es posible observar un corte de la PRL produciendo Vi de 16 kDa. B. El extracto de neonato 
resultó tener una mayor actividad proteolítica respecto al embrional exhibiendo una diferencia el el 
procesamiento desde 20 ng de proteína, como se observa en la curva de concentraciones crecientes (20ng a 
320ng para la etapa embrional y 5ng a 40ng para la etapa neonatal). C. La incubación con pepstatina A 1.5 
µM (PepA) bloquea la actividad enzimática de la catepsina D inhibiendo el corte proteolítico de 50 ng de PRL 
de rata incubados con 80 o 20 ng de extractos de astrocitos hipocampales E16 y neonatos respectivamente. 
Ctrl: estándar de PRL, 50 ng sin incubar. Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD). 



De la misma forma que en los extractos hipocampales, en las dos edades de astrocitos 

estudiadas la pre-incubación con pepstatina A bloqueó el corte de la PRL a vasoinhibinas, 

indicando que la catepsina D es la responsable del corte. También la inactivación por calor de 

las enzimas resultó en un bloqueo del procesamiento proteolítico (Fig. 13C). Estos resultados 

indican que en ratones E16 y neonatos, los astrocitos hipocampales poseen enzimas 

capaces de procesar a la PRL en Vi de 16 kDa en un pH ácido, siendo la catepsina D la 

enzima responsable de tal corte y ocurriendo una diferencia en su actividad, la cual es mayor 

en los neonatos.  

Por otro lado, la incubación de 50ng de PRL de rata con extractos de astrocitos de ratones 

E16 y neonatos a pH 7 no produjo Vi con ninguna de las concentraciones probadas (Fig. 14), 

concordando con lo encontrado utilizando extractos hipocampales. Por lo que los astrocitos 

en condiciones fisiológicas tienen activas enzimas que procesen a la PRL en vasoinhibinas. 
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Figura 9

Figura 9. Procesamiento proteolítico de la PRL a Vi por extractos de astrocitos 
hipocampales de ratones E16 y neonato a pH 7. a) Análisis por western blot de los 
productos generados por la incubación de 50ng de PRL de rata con concentraciones 
crecientes de extractos de astrocitos hipocampales del ratón (2ng a 2µg). No hay 
generación de Vi con las dos edades estudiadas a este pH. b) Efecto del H2O2  en la 
actividad proteolítica de extractos de astrocitos hipocampales del ratón (2ng a 2µg) 
tratados por 3h con 600µM de H2O2. Tal tratamiento activa enzimas que generan Vi de 
18 y 16kDa a un pH neutro. PI: estándar de PRL pre-incubada, 50ng.    
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Figura 13. Los astrocitos hipocampales no presentan actividad proteolítica capaz 
de generar vasoinhibinas en un pH neutro. Análisis por western blot de los productos 
generados por la incubación de 50 ng de PRL de rata con concentraciones crecientes de 
extractos de astrocitos hipocampales de ratones E16 y neonatos (2 ng a 2 µg) en un pH 
7. Las enzimas proteolíticas que generan Vi en un pH neutro no se encuentran activas 
en ninguna de las edades estudiadas. Ctrl: estándar de PRL, 50 ng sin incubar. 
Anticuerpo monoclonal anti-PRL de rata N-terminal, 1:500, INN1 (National Institute of 
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD). 



7. Discusión  

_______________________________________________________________________ 

La PRL posee un potente efecto modulador en diversas regiones del cerebro sobre las que 

actúa como neuropéptido y hormona neuroendócrina (Grattan y Kokay, 2008). Algunas áreas 

del SNC como el hipotálamo, la amígdala, el núcleo septal lateral y los plexos coroideos 

presentan una alta inmunoreactividad a la PRL y su receptor (Brown et al., 2010), lo que 

sugiere la interacción y presencia de esta hormona en la regulación de la función neuronal. 

En el SNC la síntesis de la PRL ha sido confirmada en el hipotálamo mediante el análisis con 

PCR en tiempo real e hibridación in situ, demostrando la expresión de su ARN mensajero en 

tal estructura (Torner et al., 2004). Sin embargo, la producción de novo de PRL en otras 

partes del cerebro ha sido ampliamente debatida, ya que muchos autores consideran que la 

PRL llega al cerebro a través del líquido cefaloraquídeo en los plexos coroideos, atravesando 

la barrera hemato-líquido cefaloraquídeo y esparciéndose por el encéfalo (Grattan et al., 

2002). Por el contrario, recientemente se reportó que la PRL no ingresa al cerebro a través 

de dicha vía (Brown et al., 2016), por lo que el mecanismo sigue sin estar completamente 

identificado. En el cerebro de ovinos, embriones y adultos, fue encontrada por hibridación in 

situ y Western blot la expresión de la PRL y su mensajero en el hipotálamo, el bulbo olfatorio 

y la amígdala (Roselli et al., 2008). De la misma forma, la presencia del mensajero de PRL 

fue confirmada en el núcleo paraventricular, el septum lateral y el cerebelo de aves 

(Chaiseha et al., 2011). Por su parte, se reportó la expresión del ARN mensajero de la PRL 

en hipocampos de ratones hembras usando técnicas de microarreglos (Jakob et al., 2014). 

En concordancia con este hallazgo, nuestros resultados mostraron que el ARN mensajero de 

la PRL se expresa en el hipocampo de ratones neonatos y adultos, pero no así en el 

hipocampo de ratones E16. Así mismo los resultados obtenidos por Western blot confirmaron 

la presencia de la PRL en esta estructura. En embriones no se encontró la expresión del gen 

de la PRL por PCR en tiempo real, pero si la presencia de la proteína por Wester blot, estos 

resultados podrían indicar que durante la gestación la PRL producida por la madre pudiera 

estar entrando al cerebro de la cría desde la circulación. Por otra parte, si bien los resultados 

podrían sugerir que la PRL es producida dentro del hipocampo en la etapa neonata y adulta, 

no se puede descartar la entrada desde la circulación a través de la barrera 

hematoencefálica y que esto puede contribuir a su presencia en el hipocampo. Hasta el 
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momento se desconoce el tipo celular responsable de la producción de la PRL en el 

hipocampo, nuestros resultados mostraron que los astrocitos hipocampales en el ratón 

embrión y neonato no la sintetizan, quedando por investigar si otros tipos celulares como las 

neuronas, oligodendrocitos o la microglia son las productoras de la PRL en el hipocampo. 

En tejidos extrahipofisiarios la presencia endógena de las vasoinhibinas ha sido reportada en 

la retina, cartílago, cuerpo lúteo, glándulas mamarias y suero sanguíneo, en el tejido nervioso 

se han encontrado en el hipotálamo (Clapp et al., 2015), sin embargo su presencia en el 

hipocampo no había sido reportada. En este trabajo se tiene la primera evidencia de la 

presencia de vasoinhibinas en el hipocampo. Se encontraron fragmentos de PRL de peso 

molecular aparente de 14, 16, 17 y 18 kDa de los cuales se observa una proporción 

diferencial entre las tres edades analizadas, presentándose en mayor concentración en el 

hipocampo adulto. La presencia de vasoinhibinas de diferente peso molecular en el 

hipocampo sugiere que en dicha estructura se encuentra activa la maquinaria proteolítica 

necesaria para el procesamiento de la PRL en Vi y que además dicha maquinaria actúa 

distintivamente entre las tres edades estudiadas, probablemente por una diferencia en la 

activación o expresión de diferentes proteasas. Dada la ubicuidad de la catepsina D y las 

MMPs, estas podrían actuar cortando a la PRL presente en el hipocampo y generando las 

vasoinhibinas encontradas.  

El ensayo de corte de la PRL demostró que los extractos hipocampales (E16, neonatos y 

adultos) y de astrocitos (E16 y neonatos) poseen enzimas que la procesan y generan 

vasoinhibinas de 16 kDa. Debido a que la incubación con pepstatina A logró inhibir el 

procesamiento proteolítico, se propone que es la catepsina D la responsable del corte. La 

catepsina D es una enzima sintetizada en el retículo endoplasmático como un precursor 

inactivo, el cual es llevado a endosomas dónde se activa en presencia de pH ácidos (Benes 

et al., 2008). Cruz-Soto et al. (2009) demostraron la actividad proteolítica de la catepsina D 

en extractos hipofisiarios de rata, ellos sugieren que el procesamiento de la PRL se lleva a 

cabo en compartimentos intracelulares de naturaleza ácida, como los gránulos secretores de 

los lactotrofos. Por otro lado, Lkhider et al. (2004) reportaron una posible actividad de la 

catepsina D de los acinos mamarios en un pH fisiológico, argumentando que el pH óptimo 

para la actividad de la enzima podría variar de acuerdo al substrato y la influencia de 

diferentes interacciones moleculares y activadores fisiológicos. Nuestros resultados 

demostraron que la actividad de la catepsina D en el hipocampo y los astrocitos sucede en 
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un pH 5. Durante el desarrollo del cerebro ocurren procesos de remodelaje del tejido con el 

fin de permitir la migración celular y el crecimiento de vasos sanguíneos, la catepsina D se 

encuentra involucrada en estos mecanismos regulando procesos como la muerte celular 

programada (Zuzarte-Luis et al., 2007), estos cambios en el tejido dan lugar a una 

acidificación del microambiente que permite la acción de dicha proteasa. Por lo que las 

vasoinhibinas encontradas en el hipocampo de embriones y neonatos podrían participar en la 

regulación del crecimiento y modelaje tisular en etapas tempranas del desarrollo. En el 

cerebro, durante la edad adulta, la catepsina D es secretada como un activador del proceso 

de envejecimiento (Stoka et al., 2016) y es probable que a esto se deba su actividad en esta 

etapa. En este sentido nuestros resultados mostraron vasoinhibinas endógenas presentes en 

el hipocampo adulto que no coinciden con los fragmentos de 16 kDa generados a partir del 

corte con catepsina, esto sugiere que diferentes interacciones celulares y moleculares en 

conjunto o aparte de la catepsina D podrían estar actuando en el procesamiento de PRL a 

vasoinhibinas en el hipocampo adulto.  

Por otra parte, se ha demostrado que los astrocitos poseen una alta actividad proteolítica, se 

ha reportado que estas células producen grandes cantidades de catepsina D (Dowell et al., 

2009; Lafon-Cazal et al., 2003). Esto se confirmó por nuestros resultados dado que fueron 

necesarias bajas concentraciones de proteína (80 y 20 ng) para el procesamiento proteolítico 

de la PRL a vasoinhibinas sin llegar a su degradación. En el neonato los astrocitos son 

responsables del control de la formación de las conexiones sinápticas y vasculares a través 

de la secreción de una gran cantidad de proteasas, entre las que se incluye a la catepsina D 

(Molofsky et al., 2015). Concordando que esto, la mayor actividad proteolítica de esta enzima 

fue encontrada en los astrocitos neonatales dada por la secreción de proteasas exhibida en 

esta etapa.   

La catepsina D es una enzima que participa principalmente en eventos patológicos, posee 

funciones sobre la apoptosis y fagocitosis (Khalkhali-Ellis y Hendrix, 2014) activándose en 

procesos de hiperglucemia, hipoxia-isquemia o inflamación que permiten la formación de un 

ambiente adecuado para su acción (Hsieh et al., 2013; Hsieh et al., 2014; Ranasinghe et al., 

2009). La actividad proteolítica de la catepsina D encontrada en el tejido hipocampal y los 

astrocitos aislados, demuestra su participación en la regulación del eje PRL/Vi. Sin embargo, 

debido a las condiciones de pH requeridas para su activación es probable que actúe sólo en 

momentos específicos del desarrollo fisiológico o durante la progresión de patologías.  
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La incubación de la PRL con los extractos hipocampales y de astrocitos en un pH neutro no 

resultó en su procesamiento proteolítico en ninguna de las edades estudiadas. Al contrario de 

Macotela et al. (2006) quienes demostraron que la PRL era procesada a vasoinhibinas por 

las MMPs presentes en cultivos de condrocitos, las cuales actúan en un pH fisiológico. En el 

tejido nervioso las MMPs se expresan ampliamente debido a su papel en el remodelado de la 

matriz extracelular y el movimiento celular, axonal y dendrítico (Sekine-Aizawa et al., 2001), 

sin embargo la ausencia de productos del corte proteolítico en este pH sugiere que estas 

proteasas no se encuentran activas para producir vasoinhibinas. Las MMPs son sintetizadas 

como pro-enzimas que se activan en respuesta a factores de crecimiento, citocinas, 

oncogenes, iones y hormonas, ocurriendo un corte proteolítico (Reinhard et al., 2015). Por lo 

que es posible que necesiten de una señalización específica en los astrocitos hipocampales 

para, dado el caso, generar vasoinhibinas.  

El estudio del eje PRL/vasoinhibinas en el SNC se encuentra en etapas tempranas y 

actualmente se desconoce si en este tejido ocurre una regulación similar a la encontrada en 

la retina o las glándulas mamarias. Dada la presencia tanto de PRL como de vasoinhibinas 

en el hipocampo es posible pensar que tal regulación se está llevando a cabo de manera 

continua en el ciclo de vida del ratón, y particularmente los astrocitos participan en esta 

regulación secretando proteasas que generan vasoinhibinas. La actividad proteolítica de la 

catepsina D se encuentra limitada por su naturaleza lisosomal, por lo que no es posible 

explicar con sus acciones la presencia de todas las vasoinhibinas endógenas encontradas en 

el hipocampo de las tres edades. Esto podría ser explicado con la acción de otras enzimas 

presentes en el hipocampo cuya expresión podría verse regulada por señalizaciones 

celulares en respuesta a estímulos de hormonas, factores de crecimiento, neurotransmisores 

y citocinas (Sofroniew y Vinters, 2010), siendo necesaria la interacción entre los diferentes 

tipos celulares que conforman el tejido. En los astrocitos la presencia de factores 

inflamatorios o agentes oxidantes pueden provocar un incremento en la secreción de 

enzimas proteolíticas (Hah et al., 2012; Hsieh y Yang, 2014; Limb et al., 2002), por lo que en 

el caso de la producción de vasoinhibinas ésta tendría ser catalizada por la activación 

específica de tales factores. Por otro lado, otras células del SNC como la microglía, los 

oligodendrocitos, las neuronas o incluso las células endoteliales de la microvasculatura 

cerebral, podrían también estar participando en la regulación del eje PRL/vasoinhibinas, tanto 

en la síntesis de la primera como en el corte proteolítico de la segundas. 

�35



En el SNC se lleva a cabo la regulación enzimática necesaria para la presencia del eje PRL/

vasoinhibinas, sin embargo aún se desconoce cuáles son los componentes de este sistema 

que participan en tal evento y también qué acciones tiene el eje sobre estos. Por ello la 

investigación del papel de las diferentes células neurales en la regulación del eje PRL/

vasoinhibinas podría ayudar a comprender la participación de este en la fisiología y patología 

del sistema. 
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8. Conclusiones 

_______________________________________________________________________ 

-La PRL es producida en el hipocampo de los ratones E16, neonatos y adultos, sin embargo 

los astrocitos no son los responsables de esta síntesis.  

-Diferentes vasoinhibinas fueron encontradas en todas las etapas estudiadas, lo que implica 

que algunas células presentes en este tejido secretan enzimas para su producción.  

-La incubación de PRL con extractos hipocampales y de astrocitos en un pH ácido produjo 

vasoinhibinas de 16 kDa NH2-terminal, producidos por la catepsina D en todas las edades 

analizadas. Tanto el hipocampo completo como los astrocitos aislados de neonatos 

resultaron tener la mayor capacidad proteolítica. 

-La incubación de PRL con extractos hipocampales y de astrocitos en un pH neutro no 

produjo vasoinhibinas en ninguno de los casos estudiados.  
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