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VLF: A NEW, NON CONVENTIONAL ACTIVATOR OF THE
CALCIUM PATHWAY ISOLATED FROM THE VITREOUS HUMOUR

We have characterized a lipoid agent which is a potent
intracelular calcium activater not related to other growth factors
in vitreous humor. This agent movilises intracelular calcium
sensitive to fosfatidic acid but not sensitive to D-mio-inositol-
1,4,5 triphosphate.

We describe lipoid bioactive intrinsic factors as new activators
of new pathways.
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Los procesos proliferativos en el humor vítreo constituyen un proble-
ma médico social de primer orden. Así, la retinopatía diabética es directa-
mente responsable de alrededor de la mitad de los casos de ceguera en
países desarrollados1. A pesar de la activa investigación realizada sobre
los mecanismos fisiopatológicos subyacentes a los trastornos proliferati-
vos en el vítreo, no se ha conseguido establecer con exactitud la secuen-
cia de los sucesos bioquímicos implicados. Diferentes factores de creci-
miento2, entre ellos factor de crecimiento fibroblástico (bFGF)3,4, factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)5,6, factor de crecimiento si-
milar a la insulina (IGF)7, factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF)8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)9, factor de crecimiento
hepático (HGF)10 y miembros de la familia de interleucinas11,12, muestran
concentraciones alteradas en el humor vítreo de pacientes con retinopatía
diabética proliferativa, pero los datos de los que se dispone actualmente
indican que no existe un único factor responsable de estos procesos. Po-
dríamos pensar que concentraciones elevadas de uno o más factores de
tipo proliferativo, o valores insuficientes de factores de tipo inhibitorio,
podrían romper el delicado balance de un medio inhibitorio conduciendo
a uno de tipo proliferativo. Todo parece indicar que los factores de creci-
miento no tienen un papel clave en la iniciación de tales procesos, sino
que posiblemente ejercen un papel tardío en la secuencia temporal del de-
sarrollo de la retinopatía diabética como una respuesta a las alteraciones
avanzadas en el ojo11-15. Recientemente se ha propuesto como secuencia
provisional de acontecimientos: hiperglucemia —> respuestas bioquími-
cas (seudohipoxia hiperglucémica, proteína cinasa C [PKC], etc.) —>
pérdida de capilaridad —> hipoxia —> entrada de factores de crecimien-
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to/estimulación local de los factores de crecimiento (VEGF,
IGF, TNF-α)/inactivación de la inhibición de crecimiento
—> remodelado tisular/angiogénesis —> manifestación de
complicaciones16.

En estos últimos años, la investigación en este campo se
ha centrado en el estudio de los factores de crecimiento que
podríamos clasificar como “clásicos”, no considerando la
posible implicación de factores intrínsecos, moléculas de
bajo peso molecular que podrían estar operando en la inicia-
ción y/o desarrollo de tales alteraciones. Recientemente, se
ha desechado el concepto de los lípidos como meras molécu-
las de tipo estructural, consolidándose el papel de éstos
como moléculas que participan de forma activa en diferentes
procesos. Los ejemplos más notables son el ácido lisofosfatí-
dico (LPA)17-19, la esfingosina-1-fosfato (S1P)20-22 y la esfin-
gosilfosforilcolina (SPC)23 como agentes movilizadores de
calcio y proliferativos en diferentes sistemas biológicos.

Recientemente, hemos descrito la presencia de un factor
que activa la vía del calcio en el humor vítreo humano, con
propiedades bioquímicas inusuales24. Trabajando con el hu-
mor vítreo bovino como material de partida, hemos descrito
el aislamiento y caracterización de un factor de bajo peso
molecular que activa la vía del calcio, provisionalmente de-
nominado bVLF (bovine vitreous lipid factor), completa-
mente diferente de los factores de crecimiento descritos has-
ta este momento en el humor vítreo25. Además, se ha podido
delimitar parte del mecanismo de señalización intracelular,
que implica la liberación de calcio al citosol a partir de de-
pósitos intracelulares no sensibles a D-mio-inositol-1,4,5-
trifosfato (Ins [1,4,5] P3)

26,27.

MOVILIZACIÓN DE CALCIO INDUCIDA
POR EL HUMOR VÍTREO HUMANO Y BOVINO

El calcio es uno de los iones intracelulares que modula
procesos biológicos esenciales como la proliferación, dife-
renciación, exocitosis, contracción y metabolismo. Tenien-
do en cuenta este concepto, suspensiones de células EGFR-
T17 cargadas con el indicador fluorescente sensible al
calcio fura-2 fueron estimuladas con una alícuota de humor
vítreo humano (obtenido de vitrectomías realizadas a pa-
cientes con retinopatía diabética proliferativa) induciendo
un aumento pasajero de los valores de calcio intracelular
(∆[Ca2 + ]i = 150 ± 10 nM), que alcanza un máximo a los 5-6 s
tras la estimulación, decayendo a los 50-60 s a valores infra-
basales para volver al valor basal a los 100-200 s (fig. 1a).
Esta señal de calcio fue debida de forma exclusiva a una re-
distribución de los depósitos internos sin participación de
calcio extracelular.

Una de las principales limitaciones con la que nos hemos
encontrado a lo largo del desarrollo de este proyecto ha sido
la escasa disponibilidad de muestras humanas para abordar
una caracterización completa de la sustancia responsable de
la movilización de calcio, limitación que viene determinada
por la utilización de material de tipo quirúrgico. Para solven-
tar en lo posible la escasez de muestras se realizaron trabajos
en otros sistemas biológicos con el fin de identificar fuentes
alternativas, seleccionando así el humor vítreo bovino.

A diferencia de la señal de calcio inducida por el vítreo
humano, la adición de vítreo bovino indujo un incremento
bifásico de calcio intracelular caracterizado por un aumen-
to rápido y pasajero de [Ca2+]i, que alcanza un máximo a
los 4-10 s postestimulación (a) (fig. 1b), seguido por una
segunda fase más lenta que alcanza su máximo a los 1,5-2
min (b) con posterior disminución sin retorno a los valores
basales de calcio. Esta señal podía ser consecuencia de 
la acción de un único compuesto con acción bifásica
(como serían los casos del factor de crecimiento epidérmi-

co [EGF] o de la hormona liberadora de tirotropina [TRH],
por ejemplo) en los que hay participación de los depósitos
intracelulares de calcio así como canales de membrana de
calcio, o bien debido a la presencia de dos o más sustan-
cias que activen vías diferentes de señalamiento. A pesar
de que esta diferencia cuestionó al principio la validez del
modelo, el análisis detallado de esta doble respuesta, de su
diferente regulación (PKC, desensibilización cruzada con
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Fig. 1. a) Registro de la movilización de calcio intracelular induci-
da por el vítreo humano (hV) en la línea celular EGFR-T17. Las
células fueron estimuladas con vítreo obtenido a partir de vitrecto-
mías de pacientes con retinopatía diabética. b) Movilización de
calcio intracelular inducida por el vítreo bovino (bV) en células
EGFR-T17. Esta señal de calcio fue dividida en dos fases: un pico
inicial transitorio (a) seguido de una señal lenta con posterior dis-
minución sin retorno al valor basal (b). Los valores de [Ca2+]i fue-
ron determinados en suspensiones celulares marcadas con la son-
da fluorescente calioselectiva fura-2.

a
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bFGF) y de diferencias en el comportamiento fisicoquími-
co (precipitación con sulfato amónico y disolventes orgá-
nicos) se pudo comprobar que esta respuesta se debía a la
acción de, al menos, dos sustancias de naturaleza química
diferente: una primera señal de calcio producida por una
sustancia de naturaleza lipídica, seguida de una segunda
señal, inducida por un factor de naturaleza peptídica e
identificado como aFGF25.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA
DE LOS FACTORES ACTIVOS DEL VÍTREO BOVINO

La purificación de la sustancia responsable de la segunda
señal se desarrolló en dos etapas: una primera cromatografía
de intercambio catiónico (S sepharosa fast flow [FFS]) se-
guida de una cromatografía de afinidad en columna de he-
parin sepharosa. El material bioactivo así aislado fue identi-
ficado como dos isoformas de aFGF, uno de los factores de
crecimiento descritos clásicamente en el vítreo28,29.

Nuestra atención se centró en el aislamiento de la sustan-
cia responsable de la primera señal, dada su similitud con el
factor descrito en el vítreo humano. Se desarrollaron cinco
etapas cromatográficas partiendo de la extracción monofási-
ca del homogeneizado del vítreo bovino, extracción en fase
sólida, cromatografía sobre sílica, cromatografía de inter-
cambio aniónico, nueva extracción en fase sólida y, final-
mente, HPLC con columna de ciano desarrollada en fase
normal. El rendimiento que se obtuvo era de 1 mg de com-
puesto bioactivo por litro de vítreo bovino.

Los ensayos de caracterización bioquímica se realizaron
mediante tratamiento con diferentes enzimas específicas
bajo condiciones controladas, lo que permitió establecer las
características mínimas estructurales para la bioactividad.
Ni la DNasa ni la RNasa afectaron apreciablemente la bio-
actividad, descartando que el compuesto fuese un ácido nu-
cleico. El tratamiento con fosfolipasa B resultó en una pér-
dida de 82,5% de bioactividad, mientras la digestión con
fosfolipasa C resultó en una pérdida superior al 95%. Esto
sugirió que el compuesto era de naturaleza fosfolipídica,
presentando cadenas acilo y una cabeza polar. El tratamien-
to con fosfatasa alcalina eliminó la bioactividad, lo que in-
dicó que ésta depende de la existencia de grupos fosfatos
terminales en la molécula. El hecho de que la bioactividad
se perdiese tras el tratamiento con pronasa y proteinasa K
sugirió la existencia de enlaces peptídicos en el compuesto.
Este nuevo lípido complejo aislado del vítreo bovino podría
ser un nuevo miembro de la creciente familia de lípidos bio-
activos25.

MOVILIZACIÓN DE CALCIO INDUCIDA
POR EL FACTOR LIPÍDICO DEL VÍTREO BOVINO

La movilización de calcio inducida por bVLF se caracte-
riza por un aumento intracelular rápido y pasajero [Ca2+]i

(∆[Ca2+]i = 210 ± 10 nM) descendido a valores infrabasales
para retornar finalmente a valores preestimulatorios. Esta
señal de calcio se debe de forma exclusiva a una redistribu-
ción de los depósitos intracelulares, sin participación del
calcio extracelular. ¿Por qué mecanismo este factor induce
dicha movilización de calcio? En la mayoría de los siste-
mas celulares, la movilización de calcio de los depósitos
intracelulares es inducida por activación de la fosfolipasa C
específica de fosfatidilinositol (PI-PLC). Esta enzima actúa
sobre el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PtdIns [4,5] P2)
dando lugar a Ins (1,4,5) P3, que es responsable de la secre-
ción de calcio de los depósitos intracelulares30,31. Sin em-
bargo, la movilización de calcio inducida por bVLF está
mediada por una proteína de membrana ligada a una fosfo-
lipasa C específica de fosfatidilcolina (PC-PLC) a través de
una proteína G sensible a la toxina pertúsica (PTX), cuya
activación da lugar a la formación de fosfocolina y diacil-
glicerol (DAG). El DAG es convertido rápidamente a ácido
fosfatídico (PA) por medio de una diacilglicerol cinasa
(DAG-K) asociada al complejo receptor-proteína G, sin ac-
tivación de PKC (fig. 2, panel izquierdo). El PA actúa so-
bre los depósitos intracelulares no sensibles a Ins (1,4,5)
P3, y da lugar a la movilización de calcio. En nuestro siste-
ma experimental la señal de calcio fue debida a una acción
directa de PA y no a una acción indirecta mediada por una
conversión del PA a ácido lisofosfatídico (LPA) mediada
por una fosfolipasa A226.

En principio nuestros datos mostraban puntos en común
con la vía de señalamiento descrita para el LPA (fig. 2, pa-
nel derecho)32,33. Sin embargo, un análisis completo evi-
denció grandes diferencias; por ejemplo, el LPA induce
movilización de calcio de depósitos sensibles a Ins (1,4,5)
P3 e implica la activación de una proteína G de tipo Gq (no
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Fig. 2. La administración de factor lipídico del vítreo bovino
(bVLF) a fibroblastos EGFR-T17 induce la activación de la fosfoli-
pasa C específico de fosfatidilcolina (PC-PLC) de la membrana
plasmática dando lugar a fosfocolina y diacilglicerol (DAG) (panel
izquierdo). El DAG generado es transformado en ácido fosfatídico
(PA) por medio de una diacilglicerol cinasa (DAG-K) acoplada al
sistema. El PA es el responsable directo de la liberación de calcio
de los depósitos intracelulares no sensibles a Ins(1,4,5)P3. No exis-
te activación de la proteína cinasa C por DAG generado tras la es-
timulación con bVLF. La línea de puntos indica regulación negati-
va, así como el supuesto entrecruzamiento con el mecanismo de
señalamiento de ácido lisofosfatídico (LPA) (panel derecho).
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sensible a PTX) acoplada a una PI-PLC. El LPA induce
desensibilización homóloga y heteróloga con la respuesta
de bVLF; por contra, bVLF no evidencia signos de desen-
sibilización homóloga ni heteróloga con la señal de LPA.
Este punto puso de manifiesto la existencia de un entrecru-
zamiento de las vías de señalamiento de bVLF y LPA,
pero no con otros lípidos, como la esfingosina 1-fosfato u
otros factores de crecimiento polipeptídicos, como EGF o
FGF. La explicación a este punto es la siguiente: la unión
de LPA a su receptor activaría una PI-PLC, lo cual induci-
ría a la generación de Ins (1,4,5) P3 y DAG a partir de Pt-
dIns (4,5) P2, con la consiguiente liberación de calcio de
los depósitos intracelulares sensibles a Ins (1,4,5) P3 y ac-
tivación de PKC, que podría inducir a una regulación ne-
gativa sobre la vía de señalamiento descrita para bVLF
(fig. 2, línea de puntos).

El papel biológico de este lípido bioactivo en la fisiología
y patofisiología del vítreo aún no se ha podido determinar.
Varias cuestiones quedan aún sin responder pero, en este
momento, hemos incorporado la posibilidad que sustancias
no clásicas con actividad aparente de factor de crecimiento
podrían tener un papel importante en la regulación de los
procesos proliferativos en el ojo. La identificación de esta
nueva clase de lípidos bioactivos, con características “nue-
vas” de activación celular podría tener importantes e inespe-
radas implicaciones en el entendimiento de la fisiopatología
en el cuerpo vítreo y/o la retina.
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