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      ´´ Todos los hombres desean por naturaleza saber. Así lo indica el amor a los 

sentidos, que son amados por sí mismos al margen de su utilidad; y el más amado de 

todos los sentidos es el sentido de la vista. En efecto, no sólo para obrar, sino también 

para el ocio, preferimos el sentido de la vista  a todos los otros sentidos. Y el motivo es 

que el sentido de la vista es el que nos hace conocer más.´´ 

 

        

                                                                                  Aristóteles, Metafísica A, 980a 
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RESUMEN 

El ojo está separado del medio ambiente y del medio interno por interfases que 

constituyen las barreras oculares. En esta tesis estudiamos los mecanismos de 

mantenimiento de las mismas, incluidas la barrera de la superficie ocular y las barreras 

hemato-retinales. Muchos procesos patológicos oculares se asocian a alteraciones de 

estas barreras. Aquí solo describimos sumariamente los principales descubrimientos 

realizados sobre el papel de ligandos y receptores acoplados a proteínas G (GPCR) en 

las mencionadas barreras. 

Al estudiar el epitelio de la conjuntiva, que es el componente mayoritario de la 

superficie ocular, mostramos la presencia de los receptores canabinoides CB1 y CB2, 

que no habían sido previamente descriptos. Detectamos ambos receptores en el epitelio 

de la conjuntiva murina y humana, tanto en biopsias como en una línea celular (IOBA-

NHC). La funcionalidad de dichos receptores quedó en evidencia por medio de distintos 

ensayos en estos cultivos. La incubación de las células en presencia de canabinoides 

mostró la reducción de los niveles intracelulares de AMPc y un incremento en el 

número de células. Los experimentos con inhibidores específicos demostraron la 

participación de ambos receptores. La activación de las vías de estrés p-JNK y NF-B 

inducida por TNF-α pudo ser prevenida por la estimulación de los receptores 

canabinoides. Postulamos que los canabinoides en la conjuntiva podrían regular los 

procesos de proliferación, diferenciación e inflamación en la superficie ocular. 

El epitelio pigmentario retinal (EPR) constituye la barrera hemato-retinal externa que es 

afectada durante el desprendimiento de la retina (DR). Se demostró que la adhesión 

entre retina neural y EPR dependía de la historia lumínica del animal y el momento del 

día. Estos fenómenos también regulan la supervivencia de las células del EPR 

desprendido. Pudimos reproducir estos fenómenos mediante melatonina, siendo esta la 

primera demostración de una acción de esta neurohormona sobre la adhesividad 

retina/EPR.  

Una de las consecuencias del DR es la proliferación vitreoretinal (PVR). Utilizando un 

modelo experimental desarrollado en nuestro laboratorio demostramos la activación del 

sistema endotelinérgico en la retina durante la PVR. Tanto durante la primera fase de 
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modificación fenotípica de la glia, como durante la formación de las membranas 

fibrosas. Estos últimos resultados fueron verificados en membranas de PVR humanas. 

Por otra parte, en el modelo animal, descubrimos que el empleo de un antagonista de los 

receptores endotelinérgicos bloquea la transformación astrocitaria que inicia las lesiones 

PVR, reduce la activación de otras células gliales e impide la formación de membranas 

epirretinales.  

Estudiamos la relación entre el eje endotelinérgico y la permeabilidad de la barrera 

hemato-retinal interna, que está afectada en las lesiones uveíticas. En el modelo de 

uveítis inducida por endotoxina (UIE), el bloqueo de los receptores endotelinérgicos 

redujo la permeabilidad de la barrera, la reacción astrocitaria y la activación de vías 

intracelulares de estrés (p-JNK, p-c-Jun y NF-B).  
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ABSTRACT 

The eye is separated from the environment and the internal milieu by tissular and 

cellular specializations known as ocular barriers. In this thesis we have studied several 

mechanisms involved in the maintenance of these barriers, since several pathological 

processes of the eye involve their alteration or even their rupture. Here we summarize 

our main discoveries about the role of ligands and G-protein coupled receptors in the 

anterior surface barrier and the two hemo-retinal barriers.  

At the conjunctival epithelium, a main component of the anterior surface barrier, we 

discovered the presence of cannabinoid receptors CB1 and CB2. They were detected 

both in human and mice conjunctival cells. Since they were also present in a human 

conjunctiva-derived cell line (IOBA-NHC) we used these cultures to demonstrate 

functional aspects of CB1 and CB2. Incubation in the presence of specific ligands 

showed a reduction of cAMP intracellular levels and an increase in cell numbers. 

Specific inhibitors further showed that both receptors were involved. TNF-α-induced 

activation of intracellular stress pathways (p-JNK, p-c-Jun and NF-B) was prevented 

by specific stimulation of cannabinoid receptors. We postulated that conjunctival 

cannabinoids would regulate proliferation, differentiation and inflammation at the 

ocular surface.  

The retinal pigment epithelium (RPE) forms the outer hemo-retinal barrier. This is 

seriously damaged after retinal detachments. We have shown that adhesion between 

neural retina depended on light history of the animal and time of day. These parameters 

were also involved in survival of detached RPE cells. Most importantly, we were able to 

show that these phenomena could be reproduced by melatonin, demonstrating that 

adhesion between neural retina and RPE is controlled by this neurohormone. 

Proliferative vitreoretinopathy (PVR) can be a consequence of DRs. Using a mouse 

model previously developed in our laboratory, we showed that growth of PVR 

membranes is associated to hyperexpression of endothelinergic molecules. Increases of 

endothelin and its receptor ETR-B were evidenced during the initial phases of glial 

phenotypical modification and also during the appearance of fibrous membranes. The 
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latter were also shown in human PVR membranes. An antagonist of endothelinergic 

receptors blocked development of experimental PVR lesions.  

Finally, we studied the relationship between the endothelinergic system and the 

permeability of the inner hemo-retinal barrier, affected in the course of uveitis. In the 

endotoxin-induced model of mouse uveitis we demonstrated that blockade of 

endothelinergic receptors reduced pathologic permeability of this barrier, glial reactivity 

and activation of intracellular stress pathways (p-JNK, p-c-Jun y NF-B).  
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1. Introducción 

 

1.1 Barreras oculares 

Las barreras oculares aparecen a nivel de las interfases tisulares o aéreas que delimitan 

distintos dominios o compartimientos funcionales del ojo. Fisiológicamente, se 

reconoce la existencia de una barrera cuando no existe libre difusión de solutos entre un 

compartimiento y el otro. Esta restricción a los intercambios es particularmente 

pronunciada en el sistema nervioso central y en el ojo. Aunque el concepto de barreras 

hemato-encefálicas se originó en la primera década del siglo XX, la existencia de 

barreras hemato-oculares sólo se clarificó en la segunda mitad de dicho siglo (Cunha-

Vaz, 1978; Cunha-Vaz, 2004).  

La localización anatómica de las barreras hemato-oculares fue descripta inicialmente 

mediante la detección electronmicroscópica de la plata depositada en esas barreras 

después de su ingestión crónica (Wislocki and Ladman, 1955). En el ojo, la plata se 

acumula principalmente en las membranas basales de los procesos ciliares y en la 

membrana basal de Bruch, entre el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la capa 

coriocapilar de la coroides. En menor cantidad, también se encuentran depósitos de 

plata en los capilares de la retina. En 1965 se demostró que la histamina aumentaba 

marcadamente la permeabilidad vascular de varios tejidos oculares excepto los de la 

retina (Ashton and Cunha-Vaz, 1965). Otros experimentos demostraron la 

impermeabilidad de los vasos retinianos a la fluoresceína (Bellhorn, 1980). 

La permeabilidad de las barreras hemato-oculares se analizó más detalladamente 

mediante la inyección intravenosa de fragmentos activos de peroxidasa de rábano de 

distinto tamaño molecular (Smith and Rudt, 1975). En la barrera hemato-ciliar, las 

partículas de peroxidasa quedan detenidas por las uniones ocluyentes de las células 

epiteliales no pigmentadas del cuerpo ciliar (CENP). En la barrera hemato-retinal 

externa, las partículas son igualmente detenidas por las uniones ocluyentes del EPR. En 

ambos casos, las partículas de peroxidasa se acumulan, como lo hacía la plata, en las 

correspondientes membranas basales. La peroxidasa tampoco atraviesa la pared de los 
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vasos intraretinales (barrera hemato-retinal interna), ya que también es detenida por las 

uniones ocluyentes del endotelio.  

Unos años después se reconoció que los epitelios de la superficie ocular también actúan 

como barreras que mantienen la homeostasis de fluido y solutos entre el medio interno 

ocular y la película fluida lagrimal que recubre la superficie (Huang et al., 1990). Cabe 

mencionar que las superficies libres de la capa escleral están revestidas por los epitelios 

conjuntival y córneal. Ambos epitelios contribuyen al mantenimiento de la película 

lagrimal y, mediante las uniones entre sus células basales, regulan el intercambio de 

solutos con el medio interno del ojo. Así, las lesiones del epitelio de la superficie ocular 

anterior multiplican el ingreso de fluoresceína hacia la cámara anterior del ojo en unas 

50 veces o más (Fujihara et al., 2001).  

Las barreras superficiales y las hemato-retinales son los puntos críticos que regulan el 

acceso de xenobióticos a los tejidos oculares. Los primeros restringen la absorción de 

drogas desde los fluidos lacrimales hacia la cámara anterior, mientras que las barreras 

hemato-retinales restringen la entrada de drogas desde la circulación sistémica hacia el 

segmento posterior. Sí bien existen barreras que controlan la composición del humor 

acuoso, estas no fueron estudiadas en esta Tesis. 

1.1.1 Barrera de la superficie ocular anterior 

1.1.1.1 Estructura anatómica 

La túnica fibrosa forma una cápsula exterior protectora, que rodea totalmente los demás 

componentes del globo ocular. La túnica fibrosa se divide en una parte anterior 

denominada córnea y una posterior denominada esclerótica, unidas por una zona de 

transición, el limbo esclerocorneal. La esclerótica posee como principales funciones la 

protección y estructura, mientras que la córnea es importante para las funciones ópticas. 

A su vez, las superficies libres del globo ocular están revestidas por los epitelios de la 

córnea, el limbo y la conjuntiva. El epitelio conjuntival se extiende desde el limbo hasta 

la unión mucocutánea de las márgenes palpebrales, donde se une con la epidermis 

queratinizada. La unión mucocutánea es inmediatamente posterior a los conductos de 

las glándulas de Meibomio (Liu et al., 2007). Topográficamente, el epitelio de la 
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conjuntiva puede ser dividido en tres regiones: bulbar, que es contigua a la zona 

limbocórneal y cubre el globo ocular; palpebral, que recubre la parte interna del 

párpado, y fórnix, que se ubica en el fondo de saco limitado por las dos anteriores.  

1.1.1.2 Epitelios de la superficie ocular 

Los epitelios de la superficie ocular cumplen múltiples funciones. Son responsables de 

la elaboración de la película lacrimal, que es importante para mantener una visión clara 

y también sirve como protección mecánica y antimicrobiana. Al igual que las células 

epiteliales de otras mucosas (respiratoria, intestinal) participan activamente en los 

procesos inflamatorios, tanto por expresión de moléculas de adhesión y 

coestimuladoras, como por la secreción de diferentes citoquinas (Hausmann and Rogler, 

2008). 

La conjuntiva está formada por un epitelio y un estroma. El epitelio conjuntival es 

estratificado con células caliciformes. Sus células más superficiales presentan uniones 

ocluyentes que le otorgan características de barrera. El estroma posee una extensa red 

sanguínea y linfática, y es uno de los integrantes del sistema linfático asociado a 

mucosas. 

Los linajes celulares epiteliales de la superficie ocular comparten algunas características 

básicas con la epidermis. Todos presentan un fenotipo estratificado donde solo el estrato 

basal retiene la capacidad proliferativa. Además, en los tres epitelios, las células que 

inician su diferenciación expresan el par de citoqueratinas universal de epitelio 

estratificado K5 y K14. Durante las etapas finales de la diferenciación en la epidermis, 

las células adquieren las citoqueratinas K1 y K10 (Watsky et al., 1988). En la 

conjuntiva, K10 aparece en las capas basal y epibasal, y K19 se expresa en las células 

suprabasales y apicales. En las células más diferenciadas predomina el par K13/K4, a 

diferencia de la córnea donde predominan el K3/K12 (Rosellini et al., 2007; Wolosin et 

al., 2004). 

Mientras que la córnea posee un único fenotipo, la conjuntiva es un mosaico integrado 

por dos linajes celulares: las células del epitelio estratificado, similares a las corneales, y 

las células caliciformes, que secretan mucinas.  
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El epitelio conjuntival es como un mosaico, con las células caliciformes esparcidas 

entre las estratificadas de revestimiento. Ambas probablemente derivan de un progenitor 

común. Estos progenitores se encuentran en todas las regiones del epitelio conjuntival, 

aunque parecen ser más numerosos en la región del fórnix y en la unión mucocutánea 

(Chen et al., 2003b; Revoltella et al., 2007). 

1.1.1.3 Película lacrimal 

Las mucinas constituyen un grupo de unas 20 glucoproteínas de alto peso molecular con 

secuencias repetidas ricas en serina y treonina que sirven como sitios para la o-

glucosilación. Las mucinas pueden ser secretadas o asociadas a las membranas. Ambas 

se encuentran en los epitelios asociados a las mucosas. Las mucinas secretadas son 

producidas por las células caliciformes, mientras que las asociadas a membranas son 

componentes del glucocálix epitelial (Gipson, 2004). Los epitelios estratificados de la 

superficie ocular expresan mucinas del tipo MUC1, 4 y 16 (Hilkens et al., 1992). Las 

mucinas asociadas a membranas constituyen un componente esencial de las barreras 

contra virus y microorganismos (Stonebraker et al., 2004). En el humano, MUC1 y 16 

están presentes tanto en la córnea como en la conjuntiva, mientras que MUC4 se 

expresa selectivamente en la conjuntiva (Hori et al., 2004). Las células caliciformes son 

glándulas unicelulares intercaladas entre las células del epitelio estratificado y son 

fácilmente reconocidas por las vesículas que acumulan en su cara apical. Sus 

marcadores específicos son la citoqueratina 7 y la mucina MUC5AC. Son más 

numerosas en la conjuntiva palpebral que en la conjuntiva bulbar. Las mucinas que 

producen son esenciales para mantener la estabilidad de la película lacrimal y la 

homeostasis de la superficie ocular (Shatos et al., 2003). 

En la superficie ocular las mucinas se ubican en la película lacrimal adyacente y en el 

glucocálix de la superficie apical de las células. Pueden retener una gran cantidad de 

agua debido a su carácter hidrofílico, y previenen así la desecación de la superficie 

ocular. También funcionan como lubricantes para el pestañeo, ayudan a formar una 

superficie lisa refractiva y proporcionan una barrera que impide la penetración de 

patógenos (Hori et al., 2004). 
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Además de las células caliciformes, otras glándulas contribuyen con su secreción para 

conformar la película lacrimal: glándulas lacrimales principales y accesorias, y 

glándulas de Meibomio. Cada una aporta componentes específicos. Los lípidos derivan 

primariamente de las glándulas de Meibomio, el fluido acuoso deriva de las glándulas 

lacrimales y las mucinas derivan principalmente de las células caliciformes. Los 

frecuentes pestañeos ayudan a que las lágrimas cubran toda la superficie ocular y a su 

drenaje en el sistema nasolacrimal.  

1.1.2 Barreras hemato-retinales 

Existen dos barreras hemato-retinales (BHR). La externa, localizada a nivel del epitelio 

pigmentario retinal (EPR), regula el intercambio entre los vasos de la coriocapilaris y el 

espacio interfotorreceptor. La interna, localizada en el endotelio de los vasos sanguíneos 

intrarretinales, controla los intercambios entre la circulación y las células de las distintas 

capas de la retina. Para comprender la función de cada una de estas barreras es necesario 

explicar previamente la circulación sanguínea en la retina. 

1.1.2.1 Circulación en la retina  

La retina presenta una doble circulación, los vasos retinales irrigan la región interna de 

la retina, mientras que la región externa es avascular y está supeditada a la circulación 

coroidea (Figura 1.1). La circulación interna de la retina depende de ramificaciones de 

la arteria central de la retina, mientras que la circulación de la coroides depende de las 

arterias ciliares posteriores. Estas últimas también irrigan la cabeza del nervio óptico. 

Tanto la arteria central de la retina como las arterias ciliares son ramas de la arteria 

oftálmica, rama de la carótida interna. Cada sistema posee estructura y propiedades 

funcionales características. 

Los vasos ciliares posteriores cortos irrigan la mitad posterior del globo ocular y 

originan la circulación coroidea. Se denomina coriocapilaris al lecho capilar más interno 

de la coroides, adosado a la membrana de Bruch. El endotelio de estos capilares solo 

presenta fenestras en la cara adosada a la membrana de Bruch, es decir, la más próxima 

al EPR. La coriocapilaris es responsable de la nutrición retinal, desde el EPR hasta la 

capa nuclear interna (CNI). Esta región externa de la retina, que en los primates incluye 



Figura 1.2. Esquema de la barrera hemato-retinal interna que muestra el endotelio vascular y las 
uniones ocluyentes que sellan el espacio intercelular. La membrana basal rodea el endotelio e 
incluye a los pericitos. Las prolongaciones de los astrocitos y las células de Müller rodean a los 
vasos.

Figura 1.1. Nutrición dual de la retina. El esquema muestra todo el espesor de la retina y la coroi-
des.  La retina externa depende de la difusión de nutrientes y oxígeno desde la coriocapilaris. La 
nutrición de la región interna de la retina depende de los vasos oftálmicos, que dentro de la retina 
se subdividen en los plexos capilares internos y externos.  CNE, capa nuclear externa; CNI, capa 
nuclear interna.
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la fóvea, es avascular. Su nutrición está asegurada por un gran flujo sanguíneo 

coriocapilar (aproximadamente 1400 ml/100 g por minuto), con poca extracción de 

oxígeno (< 1 vol %). La magnitud de este flujo sanguíneo es posible gracias al diámetro 

de los capilares coroideos (por lo menos 10 µm) y su distribución en circuitos paralelos, 

que reduce la resistencia del circuito (An and Wang, 2008; Aristodemou and Stanford, 

2006). 

La arteria central ingresa a la retina junto con el nervio óptico, y se divide en 4 a 6 

ramas. Estas ramas primarias originan a su vez ramas secundarias que ingresan a las 

capas más internas de la retina en forma perpendicular. En el hombre y los primates, los 

vasos forman tres lechos capilares paralelos a la superficie de la retina. Un lecho capilar 

a nivel de la capa de fibras del nervio óptico (NO) y la capa de células ganglionares 

(CCG), y los dos plexos interno y externo, que siguen los bordes interno y externo de la 

CNI. Las células endoteliales, selladas por uniones ocluyentes, y los pericitos 

intramurales se encuentran rodeados por una membrana basal (Figura 1.2). La 

circulación retinal interna se asemeja a la circulación cerebral, el flujo sanguíneo es 

menor que en la coriocapilaris, la extracción de oxígeno es muy alta y, el endotelio no 

es fenestrado.  

1.1.2.2 Barrera hemato-retinal externa  

El EPR forma la capa más externa de la retina y se extiende desde la periferia de la 

papila del nervio óptico hasta la ora serrata, donde se continúa con el epitelio ciliar 

pigmentado. Tiene una única capa de células cúbicas, unidas entre sí por uniones 

ocluyentes y comunicantes. Las uniones ocluyentes entre las células del EPR 

constituyen la barrera  hemato-retinal externa (BHRE), dado que el endotelio de la 

coriocapilaris es fenestrado. Las mismas uniones ocluyentes definen además el dominio 

baso-lateral y el dominio apical de las células EPR. El primero está en contacto con la 

membrana basal de Bruch que, a su vez, está adosada a la cara interna de la 

coriocapilaris. Por su parte, el dominio apical se encuentra en contacto con el espacio 

interfotorreceptor, que contiene una matriz rica en glucosaminoglucanos, glucoproteínas 

y glucoconjugados. Esta matriz interfotorreceptora (interphotoreceptor matrix, IMP) 

sirve de puente entre los segmentos externos de los fotorreceptores y el EPR (Hollyfield 

et al., 1989).  
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El dominio apical posee microvellosidades, de hasta 7 µm de largo, que se extienden 

entre los segmentos externos de los fotorreceptores. Las microvellosidades, que poseen 

actividad fagocitaria, participan en la renovación de los segmentos externos de los 

fotorreceptores. El fagosoma progresa hacia el interior del citoplasma, degradando 

progresivamente su contenido (Strauss, 2005).  

Recientemente se demostró que el EPR podría controlar la organización espacial de la 

retina. Al cocultivar neuronas sobre células del EPR se logró la adhesión de los 

fotorreceptores por su superficie apical y su mejor desarrollo, incluso con mayor síntesis 

de rodopsina. Al realizar el ensayo en sentido contrario, con el EPR sobre las neuronas, 

el primero desplazaba los fotorreceptores del sustrato, posicionándose por debajo de los 

mismos (German et al., 2008). 

El EPR mejora las condiciones ópticas de la capa fotorreceptora por medio de la 

presencia de gránulos de melanina, o melanosomas, que absorben la luz. Los 

melanosomas son abundantes en las cepas de ratones pigmentados. Las cepas albinas 

presentan melanosomas no pigmentados o premelanosomas (Schraermeyer and 

Heimann, 1999). Sus células poseen numerosas mitocondrias, que reflejan el alto 

metabolismo de este epitelio (Marmorstein, 2001). 

1.1.2.3 Barrera hemato-retinal interna 

Esta barrera depende de las uniones ocluyentes entre las células endoteliales de los 

capilares intrarretinianos. Al igual que en el cerebro, la barrera hemato-retinal interna 

(BHRI) se caracteriza por una estrecha relación con los astrocitos y las células de 

Müller (Figura 1.2). Inicialmente se consideraba que los astrocitos formaban parte física 

de la barrera, pero los estudios de Reese y Karnovsky (Reese and Karnovsky, 1967) 

demostraron que las moléculas de peroxidasa de rábano picante se acumulan a nivel de 

las uniones ocluyentes de las células endoteliales. En el experimento inverso, donde la 

peroxidasa era inyectada en el parénquima, la macromolécula difundía hasta la 

superficie abluminal del endotelio, confirmando que los astrocitos no contribuyen 

físicamente a la barrera (Brightman and Reese, 1969). 

Las uniones ocluyentes actúan como barrera física ya que, al anular la vía paracelular, 

sólo permiten el pasaje transcelular. Únicamente las pequeñas moléculas gaseosas como 
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O2 y CO2, y otras pequeñas moléculas lipofílicas, pueden difundir libremente a través de 

las membranas celulares. La presencia de las uniones ocluyentes impide el pasaje de 

casi todas las moléculas mayores que 400 Da, que representan más del 98% de las 

moléculas pequeñas (Pardridge, 2005).  

Las células endoteliales cerebrales y retinales difieren de las ubicadas en otros órganos. 

Morfológicamente, las uniones ocluyentes del endotelio neural son más parecidas a las 

epiteliales que a las de otros endotelios. Poseen una estructura de mayor complejidad, 

que parece ocluir con mayor eficacia el espacio intercelular (Wolburg and Lippoldt, 

2002). Además, las uniones ocluyentes neurales son muy sensibles a los factores 

ambientales (Kniesel and Wolburg, 2000). El endotelio neural también restringe el 

transporte transcelular, como lo refleja el menor número de vesículas pinocitóticas 

(Rubin and Staddon, 1999). Otro mecanismo importante para la función de barrera, es la 

presencia de ciertos transportadores, entre los que se destacan la glucoproteína-P y las 

proteínas de multirresistencia a drogas, que restringen el ingreso de diversas sustancias 

(Kusuhara and Sugiyama, 2001). Por su parte, los transportadores de glucosa, GLUT-1 

y GLUT-4; los transportadores de aminoácidos y otros transportadores selectivos, 

aseguran el ingreso de las moléculas necesarias para la función neural (Begley and 

Brightman, 2003). 

Este fenotipo endotelial particular del sistema nervioso central (SNC) es inducido por 

los astrocitos (Gardner et al., 1997; Janzer and Raff, 1987), y en menor grado por los 

pericitos, macrófagos perivasculares y neuronas (Abbott et al., 2006; Bauer and Bauer, 

2000). Durante el desarrollo embrionario, la aparición de propiedades endoteliales de 

barrera se correlaciona con la formación de asociaciones del endotelio con astrocitos y 

pericitos (Choi and Kim, 2008). A la inversa, las alteraciones de estas células 

perivasculares inducidas por enfermedades como diabetes y uveítis se traducen en 

reducciones de las propiedades de barrera (Pournaras et al., 2008).  

Los astrocitos pueden inducir la expresión de las proteínas que conforman las uniones 

ocluyentes y de las moléculas transportadoras, aún en células endoteliales que no 

pertenecen al SNC (Hurst and Fritz, 1996; Kuchler-Bopp et al., 1999). Los factores de 

origen astrocitario que pueden inducir propiedades de barrera endotelial incluyen entre 

otros el factor de crecimiento tumoral (TGF-), el factor neurotrófico derivado de las 
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células gliales (GDNF), el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), la 

angiopoetina-1 (Ang-1) (Lee et al., 2003). En la retina, tanto los astrocitos como las 

células de Müller liberan GDNF y neurturina, que promueven las funciones de barrera 

del endotelio (Igarashi et al., 2000). 

Por el contrario, ciertos factores derivados de la microglia disminuyen las propiedades 

de barrera. Uno de los más importantes es el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

que actúa directamente sobre las uniones ocluyentes, o indirectamente estimulando la 

producción de endotelina-1 e interleuquina-1β en los astrocitos (Didier et al., 2003). 

1.1.2.4 Uniones ocluyentes y propiedades de barrera 

Las uniones ocluyentes (zonula occludens) sellan el espacio intercelular. Están 

formadas por la acumulación de proteínas integrales de la membrana que se distribuyen 

en bandas. A nivel de esas bandas es donde se acercan las membranas de las dos células, 

cerrando así el espacio entre las mismas. A mayor número de bandas, mayor será la 

eficiencia del sellamiento intercelular. 

Las principales proteínas integrales de estas uniones son las claudinas y las ocludinas. 

Por su cara citoplasmática, las uniones ocluyentes se asocian a una serie de proteínas, 

entre las cuales se encuentran las ZO-1, -2 y -3, por medio de las cuales se conectan con 

el citoesqueleto (Turksen and Troy, 2004). 

Las claudinas son proteínas de 22-27 kDa. Tienen cuatro dominios transmembranosos 

hidrofóbicos y dos asas extracelulares. El asa de mayor longitud establece interacciones 

con las proteínas de la célula vecina; de ella dependerían el sellamiento paracelular y la 

permeabilidad selectiva a los iones. El asa más corta podría estrechar el espacio 

paracelular y aumentar la adhesión entre las dos membranas. Actualmente se conocen 

dos grupos de claudinas, las clásicas (1-10, 14, 15, 17, 19) y las no-clásicas (11-13, 16, 

18, 20-24) (Krause et al., 2008). La cola citoplasmática difiere en las distintas claudinas, 

pero todas poseen sitios de fosforilación y una secuencia de unión PDZ. En la 

encefalomielitis autinmune experimental, se observa pérdida de la claudina-3 en las 

vénulas de las zonas afectadas (Wolburg et al., 2003). En situaciones de hipoxia se 

reducen los niveles de claudina-5 (Koto et al., 2007). 
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Si bien las ocludinas forman parte de las uniones ocluyentes, no son esenciales para su 

estructura y solo participarían en los mecanismos de transducción de señales de las 

células endoteliales (Saitou et al., 2000). Recientemente se demostró que las ocludinas 

contribuyen críticamente a mantener la integridad de la barrera hemato-retinal 

(Campbell et al., 2006). 

Las proteínas ZO (ZO-1, ZO-2 y ZO-3) se asocian a la cara citoplasmática de las 

uniones ocluyentes. Estas proteínas poseen un dominio PDZ-1 que interactúa con las 

regiones citoplasmática de las claudinas. La región carboxiterminal de la ZO-1 se une a 

la actina, permitiendo la asociación con los microfilamentos del citoesqueleto. ZO-2 

interacciona con las ocludinas y también con las proteínas de las uniones adherentes. 

Tanto los niveles de ZO-1 como los de las ocludinas se reducen en la retinopatía 

diabética (Leal et al., 2007). 

1.1.3 Pérdida de la barrera hemato-retinal 

En resumen, las funciones principales de las barreras hemato-retinales incluyen el 

control del ingreso a la retina de las moléculas y células provenientes de la sangre, así 

como la preservación de la homeostasis iónica e inmunológica en el microambiente 

retinal. La ruptura de la barrera, acompañada por el ingreso de células blancas de la 

sangre, es un fenómeno común a varias enfermedades de la retina (Erickson et al., 

2007). A su vez, la ruptura de la barrera puede exacerbar las lesiones retinales por el 

edema y la acumulación de leucocitos. Estos provocan daño tisular por las proteasas y 

radicales superóxido que producen, así como por la liberación de diversas citoquinas 

que aceleran los procesos inflamatorios. En los pacientes diabéticos, la liberación de 

molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), TNF-α y factor quimioatractante de 

monocitos 1 (MCP-1), y la posterior interacción leucocito-endotelio contribuyen a la 

perdida de la barrera (Leal et al., 2007). 

Entre las diversas lesiones que son acompañadas por ruptura de la barrera hemato-

retinal solo describiremos el desprendimiento de retina, la proliferación vitreoretinal 

(PVR) y la uveítis, ya que son las que hemos abordado experimentalmente. 
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1.1.3.1 Desprendimiento de retina 

Un desprendimiento de retina se define como una ruptura entre la capa de 

fotorreceptores y el EPR, generalmente acompañado por la acumulación de líquido en el 

espacio neoformado. El desprendimiento de retina regmatógeno suele aparecer como 

evento espontáneo y generalmente es atribuido a alteraciones del vítreo posterior. 

Típicamente ocurre en personas de 40-70 años. También aparece en ciertas 

enfermedades genéticas, como el síndrome de Stickler (Go et al., 2003). 

Un desprendimiento de retina puede producir serios defectos de la función visual que 

dependen, en primer lugar, del tiempo transcurrido entre el comienzo del 

desprendimiento y la readhesión quirúrgica (Diederen et al., 2007). Aunque ésta suele 

ser anatómicamente exitosa, el ojo afectado rara vez recupera la agudeza visual pre-

desprendimiento. Este defecto remanente se atribuye a las lesiones sufridas por la retina 

hipóxica, que afectan a los fotorreceptores y a las células de Müller (Lewis et al., 1999; 

Mervin et al., 1999). Muy poco es lo que se sabe actualmente del efecto de estos 

desprendimientos sobre el EPR.  

En segundo lugar, el desprendimiento de retina determina complejas alteraciones y 

remodelaciones de las células retinales que, además de influir sobre la recuperación 

funcional (Fisher and Lewis, 2003; Fisher et al., 2005), contribuyen al 

desencadenamiento de la proliferación vitreoretinal (PVR) (Canto Soler et al., 2002). La 

desorganización inicial de los fotorreceptores separados del EPR se asocia con cambios 

reactivos de las neuronas de la retina interna, la glia y el EPR (Bringmann et al., 2006; 

Geller et al., 2001; Uhlmann et al., 2003).  

El desprendimiento de retina también determina una respuesta inflamatoria local, con 

activación de la microglia local e infiltración de macrófagos en el espacio subretinal. A 

esto se suman aumentos en la expresión retinal de factores pro-inflamatorios como la 

ciclooxigenasa, TNF-α, IL-1β y MCP-1 (Lewis et al., 2005).  

1.1.3.2 Proliferación vitreoretinal  

Actualmente, la proliferación vitreoretinal (PVR) aparece en 5-10% de todas las 

cirugías por desprendimiento regmatógeno (Chan et al., 2008). La PVR consiste en la 
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formación de membranas contráctiles sobre ambas superficies de la retina y dentro del 

vítreo (Wiedemann and Weller, 1988). La formación y contracción gradual de las 

membranas distorsiona aún más la arquitectura normal de la retina y produce 

desprendimiento traccional, de difícil reparación y que puede llevar a la fibrosis total 

(Sheridan et al., 2001). Membranas parecidas, aunque no idénticas, se forman en otras 

enfermedades oculares como retinopatía diabética proliferativa, trauma del segmento 

posterior del ojo o la inflamación crónica intraocular (Cardillo et al., 1997; Gau et al., 

1999; Mittra and Mieler, 1999; Roldan-Pallares et al., 2005). La PVR es además una 

importante complicación de las cirugías de translocación retinal, ensayadas en la 

degeneración macular, donde aparece en aproximadamente el 20% de los casos 

(Charteris et al., 2002).  

Las membranas epi- y subretinales tienen dos componentes principales: células 

provenienes del EPR y de la glia (Asaria and Charteris, 2006). Mediante el desarrollo de 

un modelo experimental en ratón, nuestro laboratorio pudo demostrar que las células del 

EPR sólo se encuentran en las membranas subretinales, mientras que las epiretinales son 

de origen glial (Canto Soler et al., 2002). La formación de la matriz depende en gran 

medida de la transformación de estas células en miofibroblastos (Canto Soler et al., 

2002; Walshe et al., 1992). 

1.1.3.3 Uveítis  

La uveítis es una causa importante de daño ocular y ceguera en el mundo. Sus 

manifestaciones características son: edema, alta presión intraocular y finalmente la 

destrucción de los tejidos y ceguera. Está asociada a numerosas enfermedades, incluidas 

Behcet, espondilitis ánquilosante, artritis reumatoide juvenil, síndrome de Reiter y 

enfermedad intestinal inflamatoria. También se asocia al SIDA (Mattapallil et al., 

2008). Es regulada por mecanismos inmunológicos endógenos, factores ambientales y 

genéticos (Read, 2006).  

La barrera hemato-retinal desempeña un importante papel en la patogenia de la uveítis. 

A diferencia de otras condiciones, en la uveítis la ruptura de la barrera es acompañada 

por pérdida del estado de privilegio inmunológico del ojo (Caspi, 2006). Por lo tanto, no 

solo interesa el ingreso de moléculas de distinto tamaño que normalmente no llegan al 
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ojo, sino también la extravasación de células. El paso inicial de este fenómeno es la 

adhesión de las células al endotelio de la pared vascular, mediado por moléculas de 

adhesión que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1 

y PECAM-1) (Greenwood et al., 2002; Greenwood et al., 1995). El pasaje de linfocitos 

a través de los microvasos cerebrales requiere además, la activación de proteínas G 

heterotriméricas, y la toxina pertussis reduce más del 80% la migración de los linfocitos 

a través de los endotelios centrales, sin afectar los mecanismos de adhesión (Adamson 

et al., 2002).  

En esta tesis utilizamos la uveítis inducida por endotoxina (UIE), un modelo bien 

caracterizado de la uveítis clínica (Cousins et al., 1984). La endotoxina es un 

lipopolisacárido (LPS) perteneciente a la cubierta de las bacterias Gram negativas, que 

provocan una importante respuesta inmune. Una dosis intraperitoneal única de LPS 

induce una respuesta inflamatoria aguda del tracto uveal, con ruptura de las barreras 

hemáticas en solo 3 horas. Los cambios clínicos e histológicos son máximos a las 24 

horas, y se resuelven en 2-7 días, según la dosis de endotoxina y la cepa del animal. Al 

igual que en las formas clínicas humanas, la UIE induce mayor adhesión de leucocitos a 

los microvasos, ruptura de la BHR, filtración hacia los tejidos oculares, injuria y muerte 

de células retinales. Estos fenómenos dependen de diversas citoquinas, tales como IL-1, 

-2, -4 y -6; TNF-α y el factor de crecimiento tumoral (TGF)-. También intervienen 

prostaglandinas E2, MCP-1, radicales derivados de oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO) 

(Marie et al., 1999; Ruiz-Moreno et al., 1992).  

El endotelio maduro del SNC es capaz de limitar la respuesta inflamatoria (Hickey, 

2001), pero esta propiedad desaparece en las enfermedades inflamatorias (Petty and Lo, 

2002). Ciertas células residentes del ojo también tienen un rol activo, y contribuyen a la 

activación de las células T que logran atravesar el endotelio de la retina. Estas células 

incluyen astrocitos, células de Müller, células dendríticas y células del EPR, ya que 

todas son capaces de expresar moléculas MHC de clase II (Sun et al., 2003; Zhang et 

al., 1997). Los astrocitos de la retina desempeñan un papel activo en la inflamación 

intraocular (Hu et al., 2000; Jiang et al., 2008; Roberge et al., 1988).  
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1.2 Receptores acoplados a proteínas G 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), también denominados receptores con 

7 dominios transmembranosos (7TM) constituyen una de las familias más grandes de 

receptores. Se estima que el genoma humano contiene 800 secuencias correspondientes 

a receptores de esta familia, aunque solo unas 300 han sido funcionalmente 

caracterizadas (Fredriksson et al., 2003). 

La resistencia eléctrica de las láminas endoteliales se duplica cuando son cultivadas en 

medio condicionado por astrocitos, uno de cuyos efectos es el aumento del AMPc en el 

citoplasma endotelial (Raub, 1996; Rubin et al., 1991). AMPc estabiliza las uniones 

ocluyentes, disminuye la permeabilidad y aumenta la complejidad de los complejos de 

unión en forma rápida y reversible (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Ishizaki et al., 

2003). En los endotelios cerebrales, AMPc aumenta la expresión de claudina-5, 

incrementando su exposición en los bordes de la célula y promueve una transición de su 

fosforilación de Ser a Thr vía PKA (Ishizaki et al., 2003). Por el contrario, el deterioro 

de las propiedades de barrera endotelial es acompañado por cambios en la fosforilación 

de las proteínas de las uniones ocluyentes (ocludina, claudina-5 y ZO-1) y activación de 

cPKCα, aPKCδ y Rho/ROCK (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Persidsky et al., 2000).  

El pasaje de linfocitos a través de los microvasos cerebrales requiere no solo la adhesión 

entre linfocito y endotelio, sino también la activación de proteínas G heterotriméricas. 

La toxina pertussis reduce más del 80% la migración de los linfocitos a través de los 

endotelios centrales, sin afectar los mecanismos de adhesión (Adamson et al., 2002). La 

regulación de la barrera dependiente de proteína G ha sido atribuida a los receptores de 

quimioquinas (Engelhardt, 2006). 

Por otra parte, AMPc inhibe la migración de las células EPR (Hackett et al., 1986). 

Estas células constituyen una fuente de ET-1 para la retina, y el aumento de su 

liberación inducido por TNF-α parece ser importante para la ruptura de la barrera hemo-

retinal externa (Narayan et al., 2003). 
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1.2.1 Sistema endocanabinoide 

El sistema endocanabinoide consiste en canabinoides endógenos (endocanabinoides), 

receptores de los canabinoides, y enzimas que sintetizan y degradan los 

endocanabinoides. Los endocanabinoides mejor conocidos son la anandamida (AEA) y 

el 2-araquidonoil glicerol (2-AG), sintetizados por hidrólisis de precursores lipídicos 

ubicados en las membranas celulares. Estos ligandos actúan por medio de receptores de 

membranas de la familia de los GPCR, CB1 y CB2, que juegan un importante papel en 

numerosos procesos incluidos la regulación metabólica, dolor, ansiedad, crecimiento de 

los huesos y en las funciones inmunes. 

1.2.1.1 Descubrimiento y características generales 

Los canabinoides se han utilizado como droga recreacional y también como terapia para 

una variedad de desórdenes. La resina secretada por Cannabis Sativa contiene más de 

60 componentes activos, donde el principal es el 
9
–tetrahidrocanabinol (

9
-THC) 

(Mechoulam and Gaoni, 1965). Casi todos los efectos centrales parecen ser mediados 

por el receptor CB1 (Devane et al., 1988), que fue inicialmente clonado de la corteza 

cerebral de ratas (Matsuda et al., 1990) y luego, de cerebro y testículo humano (Gerard 

et al., 1991), y de cerebro de ratón (Chakrabarti et al., 1995). Una variante por corte y 

empalme para CB1 fue aislada del pulmón humano y designado como CB1A (Shire et 

al., 1995). 

El segundo receptor de los canabinoides, CB2, fue clonado de células humanas 

leucémicas promielocíticas (HL-60) (Munro et al., 1993). Este receptor también está 

acoplado a proteína G sensible a PTX. Posee 68% de homología en la secuencia 

aminoacídica con respecto a CB1 dentro de los dominios transmembrana y solo el 44% 

de homología en la secuencia total de la proteína. Ambos receptores también podrían 

asociarse con proteínas Gs, pero solo cuando hay poca disponibilidad de proteínas Gi/o 

por activación de otros receptores (Mackie and Stella, 2006).  

La activación de los receptores CB1 produce una señalización intracelular típica de 

proteínas Gi/o, es decir inhibición de la enzima adenilato ciclasa con la subsiguiente 

disminución de AMPc, la desactivación de la proteína quinasa A (PKA) y la 

estimulación de la vía de las quinasas de proteína activadas por mitógenos MAPK 
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(Derkinderen et al., 2003). También modifica la actividad de canales de calcio y 

potasio, que modulan la liberación de neurotransmisores y disminuyen la excitabilidad 

celular (Felder et al., 1995; Fowler et al., 2005; Hohmann and Suplita, 2006; Pertwee, 

2000; Porter and Felder, 2001). En los astrocitos, la estimulación de CB1 induce la 

hidrólisis de esfingomielina con producción de ceramidas, un proceso independiente de 

la activación de las proteínas Gi/o (Sanchez et al., 2001). 

Los receptores CB2 también producen la activación de proteínas Gi/o, pero no 

modifican los canales de calcio ni de potasio (Felder et al., 1995; McFarland and 

Barker, 2004).  

CB1 se ubica en el CNS en corteza cerebral, cerebelo, hipocampo, amígdala, los 

ganglios basales y neuronas aferentes periféricas (Herkenham et al., 1990; Hohmann 

and Herkenham, 1998). También se encuentra en tejidos periféricos: bazo y timo 

(Galiegue et al., 1995), vejiga (Pertwee and Fernando, 1996), conducto deferente 

(Pertwee et al., 1996), terminales nerviosas simpáticas (Ishac et al., 1996), células del 

musculo liso (Filipeanu et al., 1997) y, en menor medida glándula adrenal, hígado, 

corazón, útero, ovario y leucocitos (Demuth and Molleman, 2006; Galiegue et al., 

1995). 

CB2 también se expresa en tejidos periféricos, en la zona marginal del bazo (Munro et 

al., 1993; Schatz et al., 1997), timo y células del sistema inmune (Galiegue et al., 1995; 

Munro et al., 1993). Más recientemente se lo ha detectado en el cerebro (Gong et al., 

2006), páncreas endocrino (Juan-Pico et al., 2006) y hueso (Ofek et al., 2006).  

1.2.1.2 Endocanabinoides 

El primer endocanabinoide descubierto fue araquidonoiletanolamida o anandamida 

(AEA) (Devane et al., 1992), que in vitro posee muchos efectos semejantes a los del 
9
-

THC (Felder et al., 1993; Fride and Mechoulam, 1993). AEA es producida por una gran 

variedad de tipos celulares, en CNS es sintetizado por las neuronas, astrocitos y 

microglia, mientras que en la periferia es sintetizado en bazo, corazón y piel (Felder et 

al., 1996).  
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En 1995 se descubrió otra familia de endocanabinoides, representada por el 2-

araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Este 

endocanabinoide es producido por la vía fosfolipasa C/diacilglerol lipasa (Prescott and 

Majerus, 1983), y se encuentra en intestino (Mechoulam et al., 1995) y cerebro, en 

mayor cantidad que AEA (Stella et al., 1997).  

Más recientemente se identificaron el noladin éter, agonista de los receptores CB1 

(Hanus et al., 2001) y el O-araquidonoil-etanolamina (virodamina), antagonista de los 

mismos receptores CB1. Notablemente, virodamina actúa como un agonista total de los 

receptores CB2 (Porter et al., 2002). 

AEA y 2-AG no son acumulados en vesículas, ya que son liberados en función de los 

estímulos que gatillan su síntesis (Habayeb et al., 2002). La producción de AEA 

depende de estímulos que aumentan los niveles intracelulares de calcio y requiere una 

fosfodiesterasa, del tipo fosfolipasa D (PLD) (Cadas et al., 1997; Di Marzo et al., 1994). 

En algunos casos, sin embargo, la AEA puede ser generada por una vía dependiente de 

fosfolipasa C (PLC) (Liu et al., 2006) o también a través del sistema enzimático /-

hidrolasa (Simon and Cravatt, 2006). La síntesis de 2-AG ocurre principalmente vía 

hidrólisis del fosfatidilinositol por la PLC y la lipasa diacilglicerol, aunque en ciertos 

tejidos la hidrólisis es llevada a cabo por la enzima fosfolipasa A1 y liso-fosfolipasa C 

(Farooqui et al., 1986; Mackie and Stella, 2006).  

El mecanismo celular para detener la actividad de los endocanabinoides liberados, se 

basa en la utilización de transportadores que reintroducen a los canabinoides dentro de 

las células, donde son hidrolizados. Las hidrolasas, por el contrario, son específicas. La 

amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH) degrada a los canabinoides de la familia 

AEA, mientras que las ciclooxigenasas y lipooxigenasas degradan a los integrantes de la 

familia 2-AG (Basavarajappa, 2007; McFarland and Barker, 2004). 

1.2.1.3 Efectos de los canabinoides 

La activación de los CB1 cerebrales se asocia con un amplio rango de comportamientos, 

alteraciones en las funciones cognitivas, percepción del dolor, adicción a las drogas, 

euforia, propiedades anticonvulsivas, consolidación de la memoria, regulación de la 

temperatura corporal, sueño y apetito (Abood and Martin, 1992). Por otra parte, se han 
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descripto efectos neuroprotectores posiblemente mediados por la activación ERK 1/2 y 

la expresión del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) (Marsicano et al., 

2003). También podría controlar la diferenciación de las células progenitoras neurales, 

el crecimiento de las neuritas y la formación de sinapsis funcionales (Mackie and Stella, 

2006). En situaciones de neuroinflamación, los endocanabinoides cerebrales pueden 

activar los receptores canabinoides de los leucocitos que han atravesado la barrera 

hemato-cerebral, regulando el curso del proceso inflamatorio (Richardson et al., 1998).  

Los receptores CB2 han sido principalmente asociados a la regulación del sistema 

inmune. Modulan la migración de las células inmunes, inhiben la presentación de 

antígenos por los macrófagos y el cebado de las células T helper. Sus agonistas reducen 

la liberación de citoquinas e incrementan la tasa de proliferación de las células inmunes 

(Carrier et al., 2004; Klegeris et al., 2003). En concentraciones altas inducen la 

apoptosis de las células inmunes (Pertwee, 2005). CB2 también ha sido detectado en las 

células madres del SNC (Mackie and Stella, 2006).  

Los endocanabinoides también han sido asociados al control crecimiento tumoral 

(Sarfaraz et al., 2006). En ciertos tumores, como glioblastomas, cáncer colorectal y 

adenoma hipofisario, la sobreexpresión de AEA y/o 2-AG reduce la tasa de 

proliferación e invasividad celular (Ligresti et al., 2003; Petersen et al., 2005). 

Los canabinoides han demostrado tener efectos positivos sobre el sistema 

cardiovascular, como un rol protectivo en la progresión de la aterosclerosis y en la 

isquemia cerebral y miocardio (Mendizabal and Adler-Graschinsky, 2007). 

Ambos receptores se encuentran en el aparato digestivo y participan activamente en la 

inflamación intestinal. CB1 se expresa principalmente en los plexos mientérico y 

submucoso del aparato digestivo, donde reduce el peristaltismo y la contracción 

gastrointestinal. Por su parte, CB2 ejerce un efecto inmunomodulador sobre el epitelio 

intestinal y células inmunes asociadas (Marquez et al., 2008). En una línea celular 

epitelial colónica, los canabinoides modulan la liberación de IL-8 por interacción con la 

vía NF-κB (Mormina et al., 2006). Llamativamente, en animales con inflamación de 

colon tratados con un bloqueante de los transportadores de endocanabinoides, se 
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observaron en la mucosa altos niveles de AEA concomitantes con la disminución de la 

inflamación (D'Argenio et al., 2006).  

1.2.2 Melatonina y dopamina en el reloj circadiano 

El reloj circadiano de la retina regula una gran variedad de funciones, entre ellas: el 

desprendimiento y fagocitosis de los discos del segmento externo, la liberación de 

melatonina, la síntesis de dopamina, la amplitud de la onda b del electroretinograma, el 

pH extracelular, la sensibilidad visual y la presión intraocular. Además, influye sobre la 

susceptibilidad de los fotorreceptores a la injuria luminosa, la supervivencia de los 

fotorreceptores en distintos modelos de degeneración de la retina, e incluso la magnitud 

del error de refracción en modelos de miopía en primates (Ruan et al., 2006). 

Los ritmos circadianos endógenos son generados por circuitos retroalimentados de 

transcripción-traducción que incluyen un conjunto definido de “genes reloj” expresados 

en ciertas neuronas que actúan como marcapasos. Los componentes genéticos 

esenciales del reloj en los mamíferos son Period (Per) 1 y 2, Cryptochrome (Cry) 1 y 2, 

Clock y Bmal1 (Reppert and Weaver, 2002). Los genes reloj se expresan de manera 

coordinada en neuronas de las capas de células ganglionares y nuclear interna de la 

retina (Ruan et al., 2006). Estas neuronas pueden funcionar como reloj autónomo capaz 

de generar ritmos independientemente del reloj maestro en el núcleo supraquiasmático 

(Garbarino-Pico et al., 2004). Aunque los fotorreceptores expresan todos los genes reloj, 

no parecen hacerlo con la coordinación suficiente para constituir un reloj (Ruan et al., 

2006). Sin embargo, se encuentran oscilaciones rítmicas de arilalkilamina N-

acetiltransferasa (AA-NAT) después de lesiones de la retina interna (Sakamoto et al., 

2006) y los fotorreceptores de rata aislados en cultivo pueden sintetizar melatonina de 

manera rítmica durante por lo menos 5 días (Tosini et al., 2007). Ambos estudios 

apoyan la presencia de un marcapasos circadiano autónomo en los fotorreceptores.  

Como efectores del reloj circadiano, la melatonina y la dopamina desempeñan papeles 

opuestos en la adaptación de la retina. Ambos son liberados en forma rítmica, la 

melatonina por los fotorreceptores y la dopamina por una subpoblación de células 

amacrinas (Doyle et al., 2002). La dopamina funciona como una señal humoral para la 

luz, mientras que la melatonina actúa como molécula de adaptación a la oscuridad. La 
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melatonina es liberada en la oscuridad y la dopamina durante el día (Iuvone et al., 

2005). 

En las aves, el reloj circadiano de los fotorreceptores genera un ritmo de la adenilil 

ciclasa dependiente de Ca
2+

/calmodulina que explica las variaciones temporales de los 

niveles de AMPc en los fotorreceptores (Chaurasia et al., 2006). Este segundo 

mensajero controla a su vez la transcripción del gen de la arilalquilamina N-

acetiltransferasa (AA-NAT), enzima clave en la síntesis la melatonina. AMPc activa la 

transcripción por medio del factor CREB, que se une a los elementos de respuesta al 

AMPc presentes en el promotor de AA-NAT (Baler et al., 1997; Iuvone et al., 1999). 

Los niveles del ARNm de AA-NAT varían en forma circadiana, y esta oscilación 

persiste en condiciones de oscuridad constante (Sakamoto and Ishida, 1998). El ascenso 

comienza en la transición del día hacia la noche y el pico máximo ocurre en las últimas 

horas de la noche. Las variaciones del ARNm son seguidas por cambios en la actividad 

de AA-NAT y luego en los niveles de melatonina (Sakamoto and Ishida, 1998).  

Los ritmos de luz-oscuridad se acoplan al reloj por dos mecanismos. La luz puede 

inactivar la proteína AA-NAT por la vía del proteasoma. Por otra parte, la 

despolarización de los fotorreceptores en la oscuridad provoca un influjo de Ca
2+

 que a 

su vez activa la adenilato ciclasa y aumenta AMPc (Tosini and Fukuhara, 2003).  

La dopamina es producida en forma rítmica por una subpoblación de neuronas 

amacrinas que funcionan como marcapasos circadianos. La ritmicidad no requiere ni la 

presencia ni la secreción rítmica de melatonina (Doyle et al., 2002). La dopamina 

influye sobre prácticamente todos los procesos circadianos de los fotorreceptores, 

probablemente en forma cooperativa con otros procesos dependientes del reloj y la 

iluminación (Pozdeyev et al., 2008). 

Los sistemas melatolinérgicos y dopaminérgicos presentan una fuerte interregulación 

entre sí, de modo que la melatonina inhibe la síntesis de dopamina (Dubocovich, 1983) 

y, a su vez la dopamina inhibe la síntesis de melatonina (Nguyen-Legros et al., 1996; 

Tosini and Dirden, 2000). 
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1.2.2.1 Receptores de melatonina 

En los mamíferos se han clonado dos receptores de melatonina, MT1 y MT2, que 

pertenecen a la familia de los GPCR. En la retina de rata, MT1 se expresa en la capa 

nuclear interna (células horizontales y amacrinas), en la capa plexiforme interna y en el 

EPR (Fujieda et al., 1999). En retinas humanas, MT1 presenta una distribución aún más 

amplia, que incluye los segmentos internos de bastones y los conos, células amacrinas y 

células ganglionares (Savaskan et al., 2002; Scher et al., 2002). La expresión en los 

fotoreceptores es de gran interés, ya que podría estar asociada a la regulación de la 

fototransducción y/o al recambio de los discos del segmento externo (Besharse and 

Dunis, 1983).  

MT2 ha sido recientemente localizado en la retina humana, en células ganglionares y 

bipolares, así como en los segmentos internos de los fotorreceptores. También se 

encontró en las prolongaciones de las plexiformes externa e interna (Savaskan et al., 

2007). 

1.2.2.2 Receptores de dopamina 

Se conocen 5 subtipos de receptores dopaminérgicos, D1, D2, D3, D4 y D5. D1 y D5 

son miembros de la familia tipo D1, mientras que D2, D3 y D4 son miembros de la 

familia tipo D2. Los subtipos D1 están acoplados a Gαs, que activa la adenilil ciclasa. 

Por el contrario, los D2 se acoplan a Gαi, que inhibe a dicha enzima. 

Las fases de liberación de dopamina en la retina interna son moduladas por los 

receptores D1 (Ruan et al., 2008). La dopamina inhibe la síntesis de melatonina y regula 

fosforilación de proteínas de los fotorreceptores vía receptores D4 (Pozdeyev et al., 

2008). El receptor D4 se expresa en todas las capas de la retina, pero solo en los 

fotorreceptores se observa un ritmo con aumento nocturno (Klitten et al., 2008). En las 

células horizontales se encuentran receptores D1/D5 que controlan la respuesta a 

estímulos fotópicos (Pflug et al., 2008). 

1.2.2.3 Melatonina como neuroprotector 

En situaciones de estrés, la melatonina es capaz de proteger a las neuronas de la muerte 

por apoptosis (Mayo et al., 1998). La administración de melatonina en el período 
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postnatal protege a los fotorreceptores de los ratones rds/rds, que mueren por apoptosis 

(Liang et al., 2001). También protege a las neuronas retinales y al EPR de la apoptosis 

inducida por isquemia (Osborne et al., 1998). 

Bajo condiciones de hipoxia, la melatonina mantiene a la barrera hemato-encefálica por 

supresión de diferentes factores que aumentan su permeabilidad, como VEGF y NO 

(Kaur and Ling, 2008). 

Los mecanismos melatoninérgicos que influyen sobre la apoptosis son varios: la 

eliminación de radicales libres del oxígeno (Turjanski et al., 1998), el aumento en la 

actividad de antioxidantes intrínsecos, la expresión de los genes anti-apoptóticos 

(Luchetti et al., 2008) y otros. Recientemente, se ha descubierto que el efecto 

antioxidante de melatonina puede ser explicado por su unión e inhibición de la enzima 

quinona reductasa 2 (QR2) (Jockers et al., 2008).  

Sin embargo, por su efecto sobre la sensibilidad de los fotorreceptores, la melatonina 

aumenta el daño inducido por luz (Sugawara et al., 1998; Wiechmann and O'Steen, 

1992). 

1.2.3 Sistema endotelinérgico 

La existencia de una molécula derivada del endotelio vascular con marcado efecto 

vasoconstrictor fue demostrada en 1985 (Hickey et al., 1985). Dos años más tarde se 

confirmó su naturaleza peptídica y se le asignó un peso molecular de aproximadamente 

3000 daltons (O'Brien et al., 1987). Recién en 1988 Yanagisawa y col., lograron 

purificar un péptido de 21 aminoácidos, que denominaron endotelina (Yanagisawa et 

al., 1988). Mediante clonación y secuenciación también identificaron el ADNc de la 

prepro-endotelina, que demostraba la existencia de un procesamiento proteolítico previo 

a la aparición del péptido maduro. Muy pronto se puso en evidencia que, además de 

vasoconstricción, la endotelina (ET o Edn), poseía un amplio rango de efectos, entre 

ellos: proliferación del músculo liso vascular (Komuro et al., 1988) y despolarización de 

neuronas de la médula espinal (Yoshizawa et al., 1989). La exploración del genoma 

permitió descubrir tres genes correspondientes a tres diferentes prepro-endotelinas y a la 

caracterización de las acciones farmacológicas de los tres péptidos maduros (Figura 
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1.3), la endotelina-1 (ET-1) ya conocida, y las recién descubiertas ET-2 y ET-3 (Inoue 

et al., 1989a; Yanagisawa and Masaki, 1989).  

En humanos, ET-1 es el vasoconstrictor más potente conocido, con una potencia 100 

veces mayor que la noradrenalina. Su EC50 de 2-0.6 nM es un orden de magnitud 

menor que las EC50 de angiotensina II o neuropéptido Y para producir una contracción 

comparable (Goraca, 2002). 

1.2.3.1 Receptores endotelinérgicos 

En 1990 dos grupos lograron clonar dos receptores diferentes para las endotelinas, ETR-

A y ETR-B, pertenecientes a la familia GPCR (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). 

ETR-A y ETR-B son homólogos en un 63% de su secuencia y se asocian a distintas 

isoformas de proteínas G. Posteriormente, por medio de varios ensayos de radiomarcaje 

y farmacológicos se descubrió otro receptor, llamado ETR-C, que solamente ha sido 

clonado en anfibios (Masaki et al., 1994).  

En los vasos, ETR-A es expresado primariamente por las células musculares arteriales, 

donde controla la vasoconstricción dependiente de endotelina. Por el contrario, ETR-B 

se encuentra principalmente en células endoteliales, donde induce liberación de óxido 

nítrico (NO) y prostaciclina. Es decir que, en los vasos, ETR-B produce vasodilatación 

un efecto opuesto al de ETR-A. La interacción entre los distintos componentes del 

sistema endotelinérgico vascular conduce a un sistema altamente controlado de 

vasoconstricción/vasodilatación, que desempeña un papel importante en la regulación 

del tono vascular y la presión arterial (Schiffrin et al., 1997). 

Los receptores muestran diferentes constantes de afinidad por las isoformas de ET. 

ETR-A se une a las mismas con el siguiente orden de afinidades: ET1 ≥ ET2 >> ET3. 

Por el contrario, ETR-B muestra una respuesta homogénea para cualquiera de dichas 

isoformas (Davenport and Maguire, 2006).  

1.2.3.1.1 Receptor endotelinérgico A 

La unión de ET-1 a los ETR-A puede activar diversas vías asociadas a proteínas G. En 

las células hipofisarias, por ejemplo, actúa por lo menos sobre 4 tipos de proteína G: 

Gqα activa PLC, que determina un aumento de IP3 y permite el influjo de Ca
2+

 desde el 
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retículo endoplásmico hacia el citosol. La activación de proteínas Gi/oβγ abre los 

canales GIRK, con la consiguiente hiperpolarización de la membrana, que bloquea el 

influjo de Ca
2+

 a través de canales regulados por voltaje. También pueden estar 

acoplados a Gzα, que inhibe la adenilato ciclasa, reduciendo la concentración de AMPc. 

Además, la Gzβγ interfiere directamente con la adhesión de las vesículas secretoras a la 

membrana, bloqueando los fenómenos de exocitosis (Bertram et al., 2006). Algunos 

estudios recientes sugieren que estas diferentes vías podrían estar asociadas a variantes 

de ETR-A producidas por empalme alternativo de sus transcriptos primarios (Hatae et 

al., 2007). 

ETR-A también participa en la estimulación del crecimiento celular. Durante el 

desarrollo embrionario, ETR-A es expresado por el ectomesénquima derivado de las 

crestas neurales, mientras que su ligando ET-1 es expresado por el epitelio de los arcos 

branquiales y el eje mesodérmico de los mismos. La ausencia de ETR-A o ET-1 

determina numerosos defectos craneofaciales. La señalización por vía ETR-A es 

necesaria para la expresión de diversos factores de transcripción que controlan este 

aspecto del desarrollo (Clouthier et al., 2000). La activación de ETR-A puede llevar a la 

hipertrofia de los miocitos en cultivo, y se considera que esta vía es necesaria para la 

hipertrofia cardiaca dependiente de hipertensión arterial (Sugden, 2003).  

Se sabe que las dosis bajas de ET-1 protegen a los fibroblastos contra la apoptosis 

inducida por privación de suero, un proceso dependiente de c-Myc. Esta forma de 

supervivencia parece ser mediada por ETR-A y no parece estar ligada a la activación de 

la proliferación inducida por ET-1. La supervivencia inducida por endotelina depende 

sin embargo de la activación de las vías de las MAP quinasas (Shichiri et al., 1998). 

Existen evidencias de la sobre-expresión de ETR-A en ciertos tipos tumorales, como los 

de ovario y próstata. La activación de estos receptores influye sobre diversas funciones 

promotoras del crecimiento tumoral, como el escape de la apoptosis, la transición 

epitelio-mesenquimal y la mayor motilidad e invasividad (Bagnato et al., 2005). 

1.2.3.1.2 Receptor endotelinérgico B 

El complejo ET-1/ETR-B es rápidamente internalizado y transportado a los lisosomas 

para su degradación, es decir que este receptor reduce los niveles extracelulares de ET-1 
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(Bremnes et al., 2000; Oksche et al., 2000). El endotelio de los vasos hepáticos, renales, 

y especialmente pulmonares (Dupuis et al., 1996; Johnstrom et al., 2005), contribuye a 

reducir los niveles circulantes de ET-1 (Luscher and Barton, 2000). Al mantener bajos 

niveles tisulares de ET-1, la clarificación dependiente de ETR-B inclinaría la balanza 

vascular hacia la vasodilatación y también reduciría riesgos de toxicidad miocárdica 

(Brunner et al., 2006; Johnstrom et al., 2005).  

La actividad de este receptor también es importante para la regulación de los niveles de 

transcripción de la endotelina. En cultivos de células endoteliales, ETR-B transmite las 

señales que controlan la síntesis de ET-1, por modulación de la estabilidad del ARNm y 

de su transcripción (Farhat et al., 2008; Peled et al., 2006). 

En las células endoteliales, ETR-B también funciona como mitógeno y factor de 

supervivencia autócrino (Shichiri et al., 1997). La deficiencia de ETR-B durante el 

desarrollo conduce a la aganglionosis congénita del intestino, asociada a un trastorno en 

la migración de las células de la cresta neural (Nagy and Goldstein, 2006). En el SNC, 

las deficiencias de ETR-B durante el desarrollo se asocian con aumento de la apoptosis 

en el dentado del hipocampo (Ehrenreich et al., 2000). Después de lesiones en el SNC, 

el bloqueo farmacológico de los ETR-B de los astrocitos modula la formación de la 

cicatriz glial y posiblemente contribuya a la formación de un sustrato más permisivo 

para la supervivencia y regeneración neuronal (Rogers et al., 2003b).   

Aunque muchas funciones parecen depender selectivamente de la estimulación de uno u 

otro receptor, también se conocen procesos biológicos que requieren la presencia de 

ambos receptores. Por ejemplo, la proliferación de los miofibroblastos de pulmón 

depende de la activación de ETR-A y ETR-B (Prefontaine et al., 2008). 

1.2.3.2 Endotelinas 

Las endotelinas son péptidos de 21 aminoácidos producidos por un amplio rango de 

células. Su estructura es única entre los péptidos vasoactivos de los mamíferos, ya que 

contienen dos puentes disulfuros (Figura 1.3). Es de especial interés el puente formado 

entre las cisteínas 1 y 15, que reduce la susceptibilidad del extremo N-terminal a la 

degradación por las aminopeptidasas (Kuc et al., 2006). 



Figura 1.4. Procesamiento de las endotelinas. Las endotelinas se sintetizan como un precursor y 
por lo tanto debe sufrir unos pasos secuenciales de clivaje para su maduración. La forma inicial 
es la prepro-endotelina que es clivada por la enzima endopeptidasa furina. El producto es la big-
endotelina es a su vez clivado por la enzima convertidoras de endotelinas (ECE) para producir 
finalmente la endotelina.

Figura 1.3. Isoformas ET-1, ET-2 y ET-3. Se muestra la estructura de las endotelinas, 
presentan una longitud de 21 aminoácidos y dos puentes disulfuros. Se encuentran remar-
cados los aminoácidos en que difieren las distintas isoformas.
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La ET-1 es producida por células vasculares endoteliales y musculares, pero también 

por otros numerosos tipos celulares, como neuronas y astrocitos del SNC, células del 

endometrio, hepatocitos, células mesangiales del riñon, células de Sertoli y células 

epiteliales de las vías aéreas (Levin, 1995). En consecuencia posee una amplia variedad 

de funciones fisiológicas (Kedzierski and Yanagisawa, 2001).  

La vida media del ARNm es de aproximadamente 15 a 20 minutos (Inoue et al., 1989b) 

y la vida media del péptido ET-1 en plasma es aproximadamente de 4 a 7 minutos. Esto 

permite que las células vasculares puedan ajustar rápidamente la producción de ET-1 a 

los requerimientos de la regulación del tono vasomotor. Generalmente no hay 

acumulación de ET-1 en vesículas o gránulos de secreción regulada. Sin embargo, ha 

sido detectada en gránulos secretorios de ciertos endotelios (Harrison et al., 1995; Raffai 

et al., 2005). Por el contrario, diversos estímulos como la hipoxia o la isquemia inducen 

la transcripción del ARNm, y la síntesis y secreción del péptido en pocos minutos 

(Goraca, 2002). 

1.2.3.2.1 Isoformas ET-2 y ET-3 

ET-2 es producida predominantemente en el riñón e intestino, en pequeñas cantidades 

en miocardio, células del epitelio del intestino, ovario, placenta y útero. ET-2 no tiene 

una única función fisiológica, participaría en la alveolización del pulmón, 

termoregulación, ovulación, homeostasis y enfermedades inflamatorias del intestino 

(Barton and Yanagisawa, 2008). 

ET-3 circula en el plasma, es producida por el endotelio, neuronas del cerebro, células 

epiteliales del riñon y células epiteliales del intestino. Media la liberación de distintos 

vasodilatadores como óxido nítrico y prostaciclina. En el cerebro, ET-3 podría regular la 

proliferación y diferenciación de neuronas y astrocitos (Levin, 1995). 

1.2.3.3 Regulación de la síntesis de las endotelinas 

La producción de ET-1 es controlada a nivel transcripcional y traduccional (Figura 1.4). 

A nivel post-traduccional la producción depende de la actividad de las enzimas 

convertidoras ECE (Brunner et al., 2006).  
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En las células endoteliales, la síntesis puede ser inducida por estimulación mecánica, 

iones calcio, angiotensina II, vasopresina, endotoxina y también por una gran variedad 

de citoquinas (IL-1, IL-1 e IL-6) y de factores de crecimiento (fibroblástico, 

epidérmico, tipo insulina) (Brunner et al., 2006). Entre las sustancias que pueden inhibir 

la transcripción del gen de ET-1 se encuentran el óxido nítrico, GMPc, prostaciclina y 

otros.  

Las endotelinas maduras derivan de un precursor más largo, la prepro-endotelina, de 

203-212 aminoácidos según las especies. En el hombre, el gen de la prepro-endotelina 

se encuentra en el cromosoma 6 y está conformado por 5 exones y 4 intrones. La 

secuencia del péptido maduro está codificada en el segundo exón (Russell and 

Davenport, 1999).  

La prepro-endotelina es clivada por la endopeptidasa furina. Se origina así la Big-

endothelin de 38 aminoácidos. El péptido maduro es sintetizado por hidrólisis Trp21-

Val22 catalizada por diversas enzimas convertidoras de endotelina (ECEs). La más 

importante es ECE-1, que en humanos presenta cuatro isoformas distintas (ECE-1 a-d) 

derivadas todas del mismo gen por acción de promotores alternativos (Davenport and 

Maguire, 2006).  
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1.3 Objetivos generales de esta tesis 

En esta tesis se analiza algunos de los mecanismos moleculares que contribuyen a la 

integridad de las barreras oculares, en particular aquellos dependientes de receptores 

asociados a proteínas G. A saber: 

a. La identificación de los receptores canabinoides en la superficie ocular y el 

estudio de su papel en los procesos inflamatorios. 

b. Las propiedades del EPR, localización de la barrera hemato-retinal externa, que 

determinan su adhesión a la retina y que están asociadas al ritmo circadiano mediante 

mecanismos dependientes de melatonina y dopamina. 

c. El papel de los receptores endotelinérgicos durante la proliferación vitreoretinal 

subsiguiente al desprendimiento de retina. 

d. La pérdida de la barrera hemato-retinal interna en la uveítis experimental y su 

restablecimiento mediante el bloqueo de receptores endotelinérgicos. 
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2. Materiales y Métodos  

 

2.1 Métodos generales 

2.1.1 Obtención de muestras 

Como modelo experimental utilizamos ratones albinos de la cepa Balb/c o pigmentados 

C57BL/6, machos de 5-8 semanas. Los animales fueron mantenidos en nuestras 

instalaciones con los estándares del “ARVO Statement for the Use of Animals in 

Ophthalmic and Vision Research”. Sometidos a un ciclo de luz/oscuridad estándar de 12 

horas por etapa, con niveles máximos de 60 lux.  

Siempre que usamos muestras humanas, se obtuvieron según la Declaración de Helsinki 

y (52nd WMA General Assembly, Edinburgh, Scotland, October 2000, 

http://www.wma.net/e/policy/b3.htm) y de acuerdo con la normativa aprobada por el 

comité de investigación de la Universidad Austral. Todos firmaron los consentimientos 

informados. 

2.1.2 Caracterización inmunohistoquímica  

Los animales fueron anestesiados profundamente con hidrato de cloral 7% (500 mg/kg 

de ratón, intraperitoneal), y perfundidos por vía transcardíaca con paraformaldehído al 

4% en buffer fosfato al 0.1 M, pH 7.3. Los ojos fueron enucleados, la córnea, la cámara 

anterior y el vítreo fueron desechados, y la parte posterior del globo ocular fue 

conservada toda la noche a 4°C en solución de sacarosa al 5% en buffer fosfato 0.1 M.  

Las piezas destinadas a cortes por criostato fueron preservadas en soluciones de 

sacarosa de concentración creciente, mediante pasajes de 1 hs o toda la noche, hasta 

alcanzar una concentración final de sacarosa al 20 % (Barthel and Raymond, 1990). El 

material fue inmerso en un medio de inclusión (Cryoplast, Biopack Cat. N°120405) y 

congelado en acetona enfriada con nitrógeno líquido. Los cortes (14-16 µm) se 

realizaron con un criostato Microm (HM 500 OM), montados en portaobjetos 

gelatinizados y secados a temperatura ambiente (TA).   

http://www.wma.net/e/policy/b3.htm
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Cuando se realizaron preparaciones de retina enteras, al realizar la disección se descartó 

el segmento anterior del ojo y luego la retina fue separada de las túnicas oculares 

(escelerótica y coroides), y eliminamos los remanentes del vítreo que se mantienen 

adheridos a la retina por microdisección con pinzas. Las muestras se mantuvieron en 

sacarosa al 5%. 

2.1.2.1 Procedimientos 

Los tejidos fueron procesados para detectar la unión de anticuerpos mediante 

procedimientos inmunoenzimáticos o inmunofluorescentes. Se detallan a continuación 

los principales pasos. 

a. Las criosecciones son secadas a TA por 2 hrs. Se deshidratan y deslipidizan con 

pasajes de alcoholes de concentraciones crecientes (70%-100%), seguidos por 

aclaramiento en xilol y posterior rehidratación en PBS.  

b. Al material destinado a la detección inmunoenzimática, se le bloqueó la peroxidasa 

endógena mediante una incubación en 0.5% v/v de peróxido de hidrogeno en etanol 

al 96%. 

c. En el procedimiento inmunoenzimático, los anticuerpos primarios (ver listas más 

adelante) fueron detectados con anticuerpos secundarios acoplados a biotina. A su 

vez, estos fueron tratados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ELITE 

VECTOR, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). La actividad de peroxidasa 

fue revelada con diaminobencidina en presencia de níquel, que amplifica la 

producción de color (Suburo et al., 1995). 

d. Los anticuerpos uidos al tejido fueron detectados con anticuerpos secundarios 

acoplados a cromóforos fluorescentes (Fluorescena, fluorescein-5-

isothiocyanateconjugated goat antirabbit IgG, FITC; L-Rodamina, lisamin-rodamina, 

L-Rod y CY-5, todos de Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, o 

Alexa Fluor 633, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Para determinados 

anticuerpos también se disponía de anticuerpos primarios acoplados directamente a 

cromóforos fluorescentes (GFAP-CY3, SMA-CY3´, Sigma-Aldrich, EEUU).  

e. Las secciones y retinas enteras fueron montadas, en Bálsamo de Canadá, en los casos 

en que el revelado fue con DAB; o con DABCO, sí la técnica desarrollada fue 

inmunofluorescencia. Estos preparados fueron observados y fotografiados con un 
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microscopio con luz clara y fluorescencia Nikon E800 acoplado a una cámara digital 

Nikon DN100 o con un microscopio confocal, Laser Scanning System Radiance 

2000 (BioRad, Hemel Hempstead, UK). Las secciones ópticas obtenidas con este 

microscopio son tomadas en el eje Z cada 0,5 μm y procesadas con el programa 

Confocal Assistant (BioRad, Hemel Hempstead, UK). 

f. En todos los experimentos se incluyeron controles negativos, donde el anticuerpo 

primario fue reemplazando por diluyente. 

2.1.2.2 Coloración con Rojo Neutro 

También se realizaron tinciones con rojo neutro, que es un colorante que marca 

exclusivamente los núcleos celulares, para reconocer la estructura histológica de las 

preparaciones. Las secciones se obtienen como se describió más arriba. Luego las 

secciones se procesan de la siguiente manera: 

a. Después de que se secaron los cortes, se realizo unos lavados en PBS. 

b. Cubrimos completamente los portaobjetos con Rojo Neutro (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) al 0,2 % en agua destilada por 5 minutos. 

c. Luego se lavo con agua corriente y se deshidratan en alcoholes, se aclara en xilol y se 

monta con Bálsamo de Canadá.  

2.1.3 Detección de proteínas por Western blot  

Los animales son sacrificados y se lleva a cabo la enucleación de los ojos. La disección 

se realizo en solución salina estéril, se descarto el segmento anterior, y del segmento 

posterior se separan la esclera y coroides, manteniendo únicamente las retinas. Para 

obtener los homogenatos, 3 retinas fueron homogenizadas en 100 µl de buffer de lisis 

(10 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100 y un cockatil 

inhibidor de proteasas, Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Se estimó la concentración de 

proteínas totales utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976).  

Sembramos 30 μg de proteínas por calle y se separo mediante SDS-PAGE, luego se 

transfieren a una membrana de nitrocelulosa (100 v, 90 min). Después de la incubación  

ON con los anticuerpos primarios específicos, se incubo la membrana con anticuerpos 

IgG biotinilados anti-huésped (1:1000, disuelto en PBST), mas tarde con Extravidin-
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Peroxidasa (1:10000, disuelto en PBST, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) y revelados con 

kit quimioluminiscente (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). La 

densidad óptica de las bandas fue estimada utilizando el programa Image J, NIH. 
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2.1.3.1 Anticuerpos primarios 

 

2.1.3.1.1 Marcadores endotelinérgicos 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN DILUCION 

ET-1 Conejo (policlonal) 
Bachem California, 

Torrance, CA 
1:1000 

ETR-A Conejo (policlonal) 
Alomone Labs, 

Israel 
1:200 

ETR-B Conejo (policlonal) 
Alomone Labs, 

Israel 
1:200 

 

2.1.3.1.2 Marcadores receptores canabinoides 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN DILUCION 

CB1-CAY Conejo 

(policlonal) 

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI 

(Cat. N°101500) 
1:500 

CB1-ABR Conejo 

(policlonal) 

Affinity BioReagents, Golden,CO 

(Cat. N°PA1-15297) 
1:500 

CB1-N Conejo 

(policlonal) 

Sinha D, Bonner TI, Bhat NR, 

Matsuda.  
1:1500 

CB1-C Conejo 

(policlonal) 

Sinha D, Bonner TI, Bhat NR, 

Matsuda. 
1:500 

CB2-CAY Conejo 

(policlonal) 

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI 

(Cat. N°101550) 
1:500 

CB2-ABR Conejo 

(policlonal) 

Affinity BioReagents, Golden, CO 

(Cat. N°PA1-746ª) 
1:1000 
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2.1.3.1.3 Marcadores de tipos celulares específicos 

ANTICUERPO HUESPED ORIGEN MOLÉCULA 

DETECTADA 

GFAP 
Conejo policlonal 

(pGFAP) y ratón 

(monoclonal 

(mGFAP) 

BioGenex, San Ramon, 

CA 

Proteína glial fibrilar ácida 

GFAP-CY3 
Conejo (policlonal) 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO 

Proteína glial fibrilar ácida 

SMA 
Ratón (monoclonal) 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO 

Actina de músculo liso 

SMA-CY3 
Ratón (monoclonal) 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO 

Actina de músculo liso 

GS 
Conejo (policlonal) 

Generosamente donado 

por Marmorstein, Cole 

Eye Research Institute, 

Cleveland 

Glutamino Sintasa 

 

CRALBP 
Mouse monoclonal 

Dr. J.C. Saari, University 

of Washington, Seattle, 

WA 

Cellular retinaldehyde 

binding 

protein 

OPSINA 
Sheep polyclonal 

Dr. D.S. Papermaster, 

University of 

Connecticut Health 

Center, Farmington, CT 

 

 

2.1.3.1.4 Anticuerpos de señalización celular 

ANTICUERPO  HUESPED ORIGEN MOLÉCULA 

DETECTADA 

SAPK/JNK  Conejo (policlonal) 
Cell signaling 

Technology Inc., 

Beverly, MA 

Protein quinasa activada por 

estrés/Jun quinasa amino 

terminal. 

p-JNK  Conejo (policlonal) 
Cell signaling 

Technology Inc., 

Beverly, MA 

Fosfo-Protein quinasa activada 

por estrés/Jun quinasa amino 

terminal. 

p-p38 Conejo (policlonal) 
Cell signaling 

Technology Inc., 

Beverly, MA 

Quinasa fosfo-p38 (MAPK) 

Phospho c-jun Conejo (policlonal) 
Cell signaling 

Technology Inc., 

Beverly, MA 

Factor de transcripción  fosfo 

c-jun 

NF-kB (p65) Conejo (policlonal) 
Santa Cruz 

Laboratories, CA 
Factor nuclear kappa B 
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2.1.4 RT-PCR 

Los animales son sacrificados y se enuclean los ojos. La disección se realiza en solución 

salina estéril, se descarta el segmento anterior, y del segmento posterior se separan la 

esclera y coroides, manteniendo únicamente la retina. Juntamos 6 retinas por 

tratamiento (30 mg peso húmedo) y se homogenezan (Homogenizador Sigma, 

Z359971-1EA) y procesan mediante un kit para aislamiento de ARN en tejidos ricos en 

lípidos (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen, Cat. N° 74804). La concentración de 

ARN total obtenida se midió con un espectofotómetro (Amersham Biosciences, Gene 

quant pro), también evaluamos la contaminación de proteínas y ADN por la relación de 

la absorbancia (260/230 y 260/280, respectivamente). Además, evaluamos la calidad del 

ARN corriéndolo en un gel de agarosa al 1%, donde se observa la proporción de las 

bandas de los ARN ribosomales. 

Para obtener el cDNA utilizamos la enzima retrotranscriptasa Superscript (Invitrogen, 

Cat.N°11904-018) y primers oligo-dT. Se realizaron controles negativos omitiendo el 

agregado del ARN. Luego, se realizó el tratamiento con una enzima Rnasa H para 

degradar el ARN templado (Invitrogen,). Todos estos procedimientos se realizaron bajo 

condiciones de ARNasa libres. 

Realizamos la amplificación por PCR con la enzima platinum Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, Cat.N°10366-030) usando primers específicos (ver Tabla). La 

amplificación del ARNm de GAPDH fue utilizado como control interno. 

2.1.4.1 Reacciones de PCR 

Se utilizó el siguiente protocolo, con diferentes temperaturas de annelings (TA) según lo 

determinado experimentalmente para cada par de primers. 

a. 1 ciclo de: 94°C por 5 min. 

b. 35 ciclos de: 94°C por 1 min, TA°C por 1 min, 72°C por 1 min. 

c. 1 ciclo de: 72°C por 5 min, 4ºC por 99h 99 min.  
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2.1.4.2 Primers utilizados en las reacciones de PCR 

ARN 

detectado 

Primers (sense/antisense, 5´-3´) Amplicon TA 

PreproET-1 AGCTGGTGGAAGGAAGGAAACTACG 

GACAGTGCAGAAAGGTGAGGTAGACT 

728 60°C 

ETR-B GGCTAGTGTGTTTTCAGAGGCTTG 

CAGAACCACAGAGACCACCCAAAT 

822 58°C 

CB1 GATGTCTTTGGGAAGATGAACAAGC 

ACGTGTCTGTGGACACAGACATGG 

309 60°C 

CB2 TTTCCCACTGATCCCCAATG 

  AGTTGATGAGGCACAGCATG 

337 52°C 

GAPDH TTCATTGACCTCAACTACATG 

GTGGCAGTGATGGCATGGAC 

443 58°C 

  

2.1.4.3 Análisis cuantitativo de imágenes 

Los geles teñidos con bromuro de etidio fueron fotografiados con 2UV transiluminador 

(Amersham, Bio Doc-it imaging system). Las imágenes digitalizadas se semi-

cuantificaron utilizando el software Scion Image β4.02 Win (Scion Corp., Frederick, 

MD) donde se estimó la densidad óptica. 

 

2.2 Métodos para la superficie ocular 

2.2.1 Obtención de las muestras 

2.2.1.1 Muestras humanas de conjuntiva 

Tres pacientes que estaban programados a ser sometidos a una cirugía ocular de 

estrabismo y no presentaban lesiones ni en la conjuntiva ni en la córnea, fueron nuestros 

donantes de las muestras de conjuntiva. Una pequeña incisión de la región conjuntival 

fue obtenida y fue fijada en paraformaldehído al 4%.  
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Además se obtuvieron muestras por impresión citológica de 6 voluntarios sanos. Se 

anestesió los ojos con (1% propacaraine, Alcon, Argentina), se aplicaron dos pedacitos 

de papel ester de celulosa (Millipore, 22 μm) en la región inferior de la conjuntiva tarsal 

y bulbar en cada ojo. Los papeles fueron aplicados por aproximadamente 10 segundos y 

se ejerció una suave presión con una pinza, e inmediatamente después se fijaron en 

alcohol etílico al 70% (Tseng, 1985).  

2.2.1.2 Cultivos celulares 

Se utilizó la línea celular derivada de la conjuntiva humana IOBA-NHC (Diebold et al., 

2003), cultivadas en placas de cultivos de plástico. El medio de proliferación consiste en  

D-MEM/F-12 (GIBCO 11330-032, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) con 10% de suero 

fetal bovino (Notocor, Córdoba, Argentina), 40 g/ml de gentamicina (Biol, Argentina) 

y 2.5 μg/ml de anfotericina (Richet, Argentina). Después de que los cultivos celulares 

alcanzaron la confluencia fueron cultivados durante 24 horas en medio de 

mantenimiento, que es el mismo medio de cultivo pero con menor cantidad de suero 

fetal bovino (1.5%). 

2.2.2 Detección de los receptores canabinoides 

2.2.2.1 Detección inmunohistoquimica 

La técnica de inmunohistoquímica se realizó según lo descripto en la sección de 

métodos generales 1.1.2, salvo que las criosecciones de las muestras de conjuntiva eran 

de 7 μm. Se usaron muestras de glándulas salivales como control positvo (Prestifilippo 

et al., 2006). 

2.2.2.2 Detección por Western blots 

Para determinar por western blot la presencia de los receptores canabinoides utilizamos 

los cultivos celulares de IOBA-NHC (crecidos en multipocillos de 35 mm, hasta 

confluencia, 3 pocillos por extracto). Las células fueron lavadas en medio de cultivo D-

MEM/F-12 fresco sin suplementos y homogenizadas en el buffer de extracción. 

Seguimos las indicaciones detalladas en la sección general 1.1.3, a excepción de que 

sembramos 15 μg de proteínas por calle, la transferencia se realizo a 100 v por 75 min. 
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2.2.2.3 Detección por RT-PCR clásica 

Se utilizaron células IOBA-NHC (crecidos en multipocillos de 35 mm, hasta 

confluencia, 3 pocillos por extracto) fueron lavadas en medio de cultivo D-MEM/F-12 

fresco sin suplementos. La extracción del ARN, la síntesis del ADNc y la amplificación 

por PCR se realizo siguiendo el protocolo general 1.1.4. 

2.2.3 Agonistas y antagonistas de los CB 

DROGA  ORIGEN DOSIS FUNCION 

AEA Sigma-Aldrich 

Chemical Co, St 

Louis, MO 

10
-6

 M Agonista 

CP55,940 (-)-cis-3-[2-Hidroxi 

4-(1,1-dimetileptil) fenil]-

trans-4-(3-hidroxipropil) 

ciclohexanol 

Tocris, Ellisville, MO 10
-6

 M Agonista  

AM251 ([N-(piperidin-1-yl)-1-

(2,4-diclorofenil)- 

5-(4-clorofenil)-4-etil-1H-

pirazole-3-arboxamida] 

Tocris, Ellisville, MO 10 x 10
-6

 

M 

Antagonista de CB1 

AM630 (6-Iodo-2-metil-1-[2-

(4-morfolinil)etil-1H-indol-3-

il](4-metoxifenil) metanone 

Tocris, Ellisville, MO 10 x 10
-6

 

M 

Antagonista de CB2 

 

2.2.4 Determinación de AMPc 

La evaluación del nivel de AMP cíclico intracelular se realizó en extractos de células 

IOBA-NHC crecidas hasta confluencia sobre multipocillos de 24 mm. Utilizamos 

radioinmunoensayo (RIA) para determinarlos. Estos experimentos los realizamos en 

colaboración con el laboratorio de la Dra. Valeria Rettori. Se utilizó un anticuerpo 

contra AMPc amablemente cedido por el Dr. A. F. Parlow (National Hormone & 

Peptide Program, Harbor-UCLA Medical Center). La sensibilidad del ensayo fue de 
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0.061 pmol/ml, con un coeficiente de variación intra e interensayo de 8.1% y 10.5%, 

respectivamente (Prestifilippo et al., 2006). 

Las monocapas de las células crecidas hasta confluencia fueron lavadas en medio 

DMEM/F12 sin suplementos, e incubadas con 0.1-10 x 10
-6

 M forskolina (FRSK) y 0.5 

x 10
-3

 M isobutil-1-metilxantina (IBMX, ambos de Sigma-Aldrich Chemical Co, St 

Louis, MO), para lograr incrementar el contenido de AMPc. Las drogas fueron diluidas 

en el mismo medio e incubadas por 15 minutos.  

Los experimentos con los ligandos de los CB fueron realizados con 0.5 x 10
-6

 FRSK ya 

que esta fue la mínima concentración que indujo un aumento significativo del AMPc 

intracelular. Se incubó con los agonistas canabinoides, antagonistas o la combinación 

(ver mas adelante) por 30 minutos. El medio fue descartado y la extracción se realizó 

con etanol inmediatamente después. Cada punto experimental incluyo de 4 a 6 pocillos. 

Se realizaron los ensayos tres veces. Los resultados se expresaron como pmoles de 

AMPc por pocillo ± DE (desvío estándar). Las comparaciones estadísticas se realizaron 

con el programa GraphPad Prism version 4.00 para Windows (GraphPad Software, San 

Diego California USA, www.graphpad.com)  

2.2.5 Ensayos de viabilidad celular 

Para determinar el número de células utilizamos el ensayo de clivaje de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazolium bromido (MTT) (Mosmann, 1983), que está 

basado en la habilidad de las células viables, pero no las muertas de convertir el reactivo 

MTT en el producto coloreado formazan. Por lo cual, se mide la densidad óptica (DO) 

del formazan generado in vitro el cual es proporcional al número de células viables en 

cultivo. Sembramos alícuotas (100 μl) de suspensiones celulares de IOBA-NHC en 

medio proliferativo en multipocillo de 96. Testeamos la linealidad en la formación de 

formazan sembrando distintas densidades de células por pocillos (10 a 50 x 10
3
). 

Finalmente, realizamos los experimentos del efecto de los canabinoides con una 

densidad celular inicial de 50 x 10
3
 por pocillo.  

Luego del tiempo de incubación, el medio fue eliminado y reemplazado con 0.5 mg/ml 

de MTT (V13154, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) disuelto en buffer fosfato estéril. 

http://www.graphpad.com/
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Los células fueron incubadas por 4 horas a 37°C y luego adicionamos 150 μl de alcohol 

isopropil alcohol/ 0.04N de HCl 0.04N para solubilizar el producto formazan. Alícuotas 

de 200 μl fueron transferidas y medimos la conversión de MTT (A550–A690) en un 

lector de microplacas (Benchamark, BioRad). 

Cada experimento se realizo tres veces y cada punto experimental con 4 a 6 pocillos. 

Adicionamos distintas concentraciones de CP55,940 (0.01-10 x 10
-6 

M) al momento de 

sembrar las células. Los inhibidores específicos para CB1 y CB2, AM251 y AM630 

respectivamente, fueron adicionados a las suspensiones celulares 20 minutos antes de 

sembrarlas. Los cultivos fueron crecidos por 1, 2 o 3 días antes de medir la conversión 

de MTT. 

2.2.6 Activación de las vías de señalización  

La fosforilación de JNK fue evaluada por la comparación de inmunoreactividad de p-

JNK y JNK por western blot. Las células crecidas hasta confluencia fueron lavadas en 

medio sin suplementos. Las monocapas fueron incubadas en presencia de 10 ng/ml 

TNF- (G5241, Promega, Madison, WI) (Kitano et al., 2007), durante 15, 30, 60 o 240 

minutos, en un medio libre de SFB. 

Para evaluar los efectos de la estimulación de los receptores de los canabinoides 

incubamos con CP55,940 (0.01-10 x 10
-6

 M) 10 minutos antes de agregar el TNF-. 

Tomamos los extractos celulares 60 minutos después de agregar la citoquina. 

También evaluamos la localización subcelular de p-JNK, p-p38 y NF-B después de la 

estimulación por 30 o 60 minutos con TNF-, con o sin la adición previa de CP55,940 

(0.01-10 x 10
-6

 M). Al final del experimento las monocapas fueron fijadas con 

paraformaldehído al 2% en buffer fosfato. Los experimentos se realizaron 3 veces, por 

duplicado para cada anticuerpo. 
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2.3 Métodos para el estudio del EPR 

2.3.1 Tratamiento de los animales 

Al comienzo de los experimentos, los ratones BALB/c fueron mantenidos en un modulo 

de oscuridad total por 1 hora hasta 7 días. Durante estos períodos de total oscuridad, la 

alimentación y la limpieza de las cajas se realizó bajo luz roja lejana. 

Además, un grupo de animales fue sometido a un ciclo de luz invertido (12 horas de 

luz/12 horas de oscuridad). 

Los procedimientos quirúrgicos fueron realizados bajo anestesia de hidrato de cloral 

(400 mg/kg, intraperitoneal) y una aplicación de una gota de 0.25% proparacaina 

(diluida Anestalcon; Laboratorios Alcon, Buenos Aires, Argentina).  

Los animales recibieron un tratamiento con melatonina (0.05 mg/kg; Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St. Louis, MO) o sulpiride (50 mg/kg; Armstrong-Syncro, Buenos Aires, 

Argentina) que es un antagonista de los receptores D2 de la dopamina. Ambos fueron 

administrados vía subcutánea, los animales control recibieron un volumen similar de 

solución salina. 

2.3.2 Desprendimiento de retina  

2.3.2.1 Desprendimiento ex vivo 

Los tratamientos farmacológicos, la enucleación y la separación fueron realizadas bajo 

luz roja lejana y condiciones asépticas. La temperatura del cuarto de cirugía fue ajustada 

a 28°C, debido a que la temperatura puede modificar la adhesión de la retina neural con 

el EPR (Endo et al., 1988). Después de la enucleación, la córnea, lentes y el vítreo 

fueron removidos, como la incisión se realizó por detrás del limbo y se removió el 

nervio óptico, el EPR se puede desprender de la retina neural sin necesidad de 

manipulaciones adicionales. 

La disección y la separación fueron realizadas en distintas soluciones: Ringer/lactato 

(Fidex, Buenos Aires, Argentina), solución salina balanceada de Hanks (HBSS) que 

contiene 136.9 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 1.26 mM CaCl2, 0.49 mM MgCl2 (6H2O), 
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0.41 mM MgSO4 (7H2O), 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4 (7H2O), 4.17 mM 

NaHCO3, 5.55 mM glucosa; o una solucion HBSS libre de Ca
2+ 

y Mg
2+ 

(CMF-HBSS) 

que contiene 139.06 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4 

(7H2O), 4.17 mM NaHCO3 y 5.55 mM glucosa. La copa que contiene el EPR-coroides-

esclera fueron inmersas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 25 mM 

HEPES y L-glutamina (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA). 

2.3.2.2 Cultivos in vitro del EPR desprendido 

Pequeños discos de la región posterior del ojo compuesta por EPR-coroides-esclera 

fueron obtenidos con un sacabocados fabricado con una aguja de 25G, de borde afilado 

pero sin bisel. Los discos fueron incubados en medio de cultivo en una atmosfera 

húmeda con 5% CO2 a 37°C, durante distintos periodos de tiempo entre 0 a 24 hs.  

2.3.2.3 Desprendimientos retinales in vivo 

Los animales recibieron una inyección subcutánea de melatonina o solución salina al 

mediodía, e inmediatamente transferidos al modulo de oscuridad. A las 13 horas fueron 

anestesiados, se dilataron las pupilas con 5% fenilefrina y 0.5% tropicamida (Fotorretin; 

Laboratorios Poen, Buenos Aires, Argentina), y los ojos fueron cubiertos con una gota 

de 0.25% carbómero (carboxipolimetileno; Latlas, Atlas, Buenos Aires, Argentina). Los 

procedimientos fueron realizados bajo luz roja, excepto el desprendimiento mismo, que 

requiere observación del fondo de ojo. Para el DR se efectuó una inyección subretinal 

con una aguja 30 G insertada por detrás del limbo, en el cuadrante dorsal. El fluido, una  

solución 1:1 de acido hialurónico (Hyasol; Bausch & Lomb, Buenos Aires, Argentina) y 

CMF-HBSS, fue lentamente inyectado hasta observar un DR que cubría el cuadrante 

dorsal. La operadora que realizó los DR desconocía los tratamientos previos. Los 

ratones fueron eutanizados con hidrato de cloral y los ojos fueron enucleados 15 

minutos después del DR. Los ojos fueron disecados en solución CMF-HBSS y las 

muestras fueron inmediatamente transferidos al medio de cultivo. 
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2.3.2.4 Prueba de exclusión de colorante 

Las muestras fueron incubadas en 0.1 g/mL del colorante ioduro de propidio (IP; 

Sigma-Aldrich) en medio de cultivo. Después de 15 minutos, fueron lavados 4 veces en 

medio de cultivo fresco y luego fijados en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 

durante 30 minutos. Las muestras fueron montadas en glicerol y examinadas bajo luz 

UV para evaluar los núcleos celulares con IP fluorescentes (Fluorescence Filter Block, 

TRITC, excitación 540/25, dichroic mirror 565, barrier filter 605/55; Nikon, Tokyo, 

Japan), y la autofluorescencia citoplasmática (Fluorescence Filter Block, UV-2 A, 

excitation 330/380, dichroic mirror 400, barrier filter 420; Nikon) lo cual permitió 

observar la continuidad de la lamina epitelial.  

La incorporación de IP en los núcleos fue cuantificada en toda la copa del ojo. Las 

núcleos (mononucleadas y binucleadas) fueron cuantificadas en 16 campos 

microscópicos (64,000 m2) cubriendo todos los cuadrantes. Seis retinas de diferentes 

animales se utilizaron para cada punto experimental. Se realizó un estudio ANOVA de 

dos vías con un post test de Bonferroni (GraphPad Prism, version 4.00 for Windows; 

GraphPad Software, San Diego CA). 

2.3.3 Histoquímica de lectinas 

Los ratones fueron sujetos a diferentes condiciones de iluminación o tratamientos con 

melatonina. Fueron fijados por perfusión vía transcardíaca con 4% de paraformaldehído 

en 0.1 M, pH 7.3 de buffer fosfato. Los ojos fueron enucleados y se prosiguió las 

condiciones generales para obtener las criosecciones descripto en la sección 1.1.2.  

Se utilizaron las lectinas Wheat germ agglutinin (WGA) y PNA para marcar la matriz 

interfotoreceptora. El WGA detecta la superficie de las membranas de las 

microvellosidades del EPR y las matrices asociadas a los conos y bastones, en cambio 

PNA tiñe específicamente las vainas de los conos (Johnson et al., 1986; Mieziewska et 

al., 1991). Las criosecciones fueron incubadas a 37°C con Texas Red-conjugated WGA 

(1/15; Sigma-Aldrich) o fluorescein-5 isothiocyanate-conjugated PNA (1/10; Sigma-

Aldrich) por 30 minutos. La examinación se realizó inmediatamente después de la 

incubación bajo microscopio e imágenes confocales. 
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2.4 Métodos para el estudio de la PVR 

2.4.1 Modelos experimentales de PVR y DR  

Los ratones C57BL/6 fueron anestesiados con hidrato de cloral (400 mg/kg, 

intraperitoneal) y recibieron una gota de 0.5% propacaraina (Alcon, Buenos Aires, 

Argentina) como anestesia local. Además, se les aplicó una gota de 5% fenilefrina y 1% 

tropicamida (Poen, Buenos Aires, Argentina) para que se dilate el iris y los ojos fueron 

cubiertos con una gota de 0.25% carbómero (carboxipolimetileno) (Latlas; Atlas, 

Buenos Aires, Argentina).  

Las lesiones del tipo de PVR se indujeron con una inyección intravítrea de 3 l de 

dispasa (0.2 o 0.3 U/l, Sigma-Aldrich, St. Louis MO) (Canto Soler et al., 2002). 

Realizamos fondos de ojos en los animales anestesiados y con el iris dilatado. 

Los DR se realizaron con ácido hialurónico (Hyasol; Bausch y Lomb, Buenos Aires, 

Argentina), inyectando lentamente con una jeringa 30-gauge, insertada por detrás del 

limbo hasta que el desprendimiento cubrió el cuadrante dorsal. Siempre, los DR se 

realizaron a partir de las 20 hs. Los animales fueron sacrificados una semana después. 

Los animales fueron anestesiados profundamente y perfundidos como se describe en la 

sección general 1.1.2. 

2.4.1.1 Tratamiento farmacológico 

Los ratones fueron separados al azar en dos grupos una hora después del DR o de recibir 

la inyección de dispasa (0.3 U/µl). Uno de los grupos recibió el tratamiento con 

tezosentan (10 mg/kg, vía subcutánea, Actelion Pharmaceuticals, Zurich, Switzerland), 

un antagonista dual de los receptores (Clozel et al., 1999), y el otro grupo, solución 

salina. Las inyecciones se repitieron diariamente y los animales fueron sacrificados al 

cabo de una semana. Las retinas fueron fijadas y preparadas para inmunohistoquímica o 

disecadas en fresco para analizar por western blot. 
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2.4.2 Muestras de membranas de PVR humanas   

Se obtuvieron muestras (n = 54, 40 epiretinales y 14 subretinal) de pacientes que 

sometidos a una cirugía por PVR. Las membranas de PVR fueron adheridas a un filtro 

Millipore estéril (Millipore, Billerica, MA) y sumergidas en en un medio de fijación 

compuesto de paraformaldehído y ácido pícrico en buffer fosfato.  

2.4.3 Evaluación cuantitativa de la PVR murina 

Los ojos fueron seccionados de manera seriada. Cada tres secciones (24 a 26 secciones 

por ojo) fueron incubados con un suero anti-GFAP policlonal y se desarrollo el 

procedimiento inmunoenzimático. Para comparar la severidad de las lesiones inducidas 

por dispasa, cada sección fue evaluada por un observador ciego quien determino la 

presencia o ausencia de pliegues retinales, membranas epi y subretinales. Se aplicó un 

sistema de puntaje donde: la presencia de pliegues sumaba un punto, presencia de 

membrana epiretinal, 1 punto (o 2 puntos sí la membrana era mas grande que la mitad 

de la retina) y presencia de membrana subretinal, 1 punto. El total del puntaje por cada 

ojo fue dividido en el número de secciones cuantificadas dando como resultado final un 

puntaje promedio que refleja la presencia y extensión de las lesiones de cada ojo. Las 

comparaciones estadísticas fueron hechas con un estudio de la varianza de dos vías, con 

un post test de Bonferroni (GraphPad Prism version 4.00 para Windows; GraphPad 

Software, San Diego, CA).  

2.4.4 Análisis de GFAP por Western Blot  

La técnica de Western blot fue similar a la aplicada en el punto 1.1.3. Se realizaron 

ciertas modificaciones: se sembraron 30 μg de proteína en cada calle, y la detección se 

realizó con suero ratón anti-GFAP (BioGenex, San Ramon, CA). Esta membrana fue 

luego incubada con anticuerpos IgG biotinilados anti-ratón, posteriormente con 

Extravidin-Fosfatasa (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) y revelados con sustrato NBT-

BCIP (Roche). La densidad óptica de las bandas fue estimada utilizando el programa 

Scion Image β4.02 Win (Scion Corp., Frederick, MD) y la comparación estadística fue 

hecha con un t-test no paramétrico, Mann Whitney test, utilizando el programa 

Graphpad Prism. 
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2.5 Métodos para el estudio de Uveítis 

2.5.1 Inducción de UIE y tratamiento farmacológico 

Ratones Balb/c (5-8 semanas) recibieron una única inyección peritoneal de 5 mg/Kg 

lipopolisácarido (LPS) de Salmonella typhimurium
 
(Sigma-Aldrich Chemical Co., St. 

Louis, MO). A las 24 hs fueron sacrificados.   

Los ratones fueron separados en cuatro grupos: Salina, LPS, LPS-T y Tez-S. Los grupos 

de animales que pertenecían a LPS-T o Tez-S recibieron dos dosis de tezosentan (10 

mg/kg, vía subcutánea, Actelion Pharmaceuticals, Zurich, Switzerland), un antagonista 

de los dos receptores endotelinérgico (Clozel et al., 1999), y los otros grupos, solución 

salina. Los animales fueron sacrificados una hora más tarde de la segunda inyección con 

tezosentan. Las retinas fueron fijadas y preparadas para inmunohistoquímica o 

disecadas en fresco. Ver esquema de protocolo en la sección 5. 

2.5.2 Ensayos de permeabilidad de la BHR 

Los animales fueron anestesiados profundamente con hidrato de cloral (400 mg/kg, 

intraperitoneal) y se se inyecto una solución al 2% (45 mg/kg) de azul de Evans (Sigma-

Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO) en el plexo retro-orbital. 20 minutos después de 

la inyección, los animales fueron sacrificados y los ojos enucleados rápidamente. Las 

retinas fueron disecadas con la metodología habitual. La retina entera fue montada sobre 

un portaobjetos y fotografiada rápidamente con un microscopio de fluorescencia. 
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3. Receptores canabinoides en el epitelio 

de la conjuntiva 

 

3.1 Introducción y objetivos específicos 

En los últimos años, numerosas publicaciones sobre los receptores canabinoides CB1 y 

CB2 demostraron su amplia localización tisular y gran variedad de roles como 

moduladores en procesos fisiológicos y patológicos. Sin embargo, todavía es 

insuficiente el conocimiento sobre su acción a nivel de epitelios y mucosas. Entre las 

células epiteliales se ha demostrado la presencia de ambos receptores en distintos 

linajes, entre los cuales se incluyen las células de próstata PC-3 (Sanchez et al., 2003),
 

células epiteliales bronquiales humanas (Gkoumassi et al., 2007), queratinocitos de la 

piel (Maccarrone et al., 2003) y células de la glándula salival (Prestifilippo et al., 2006). 

En estos linajes epiteliales los canabinoides se han asociado con funciones defensivas, 

anti-inflamatorias e inmunomodulatorias (Wright et al., 2005). 

La existencia del sistema endocanabinoide en los tejidos oculares ha sido bien 

documentada. La mayoría de los tejidos oculares humanos, córnea, iris, cuerpo ciliar, 

retina y coroides, expresan 2-AG, PEA y AEA (Chen et al., 2005). En la retina de rata 

existen altos niveles de 2-AG y PEA, semejantes a los encontrados en el cerebro 

(Straiker et al., 1999a). Se ha demostrado que actúan sobre los canales de Ca
2+

 de las 

células bipolares, donde podrían regular la transmisión sináptica glutamatérgica 

(Straiker et al., 1999a). Además, la estimulación con AEA inhibe la liberación de 

dopamina (Schlicker et al., 1996).  

La presencia de CB1 en la retina neural se ha demostrado en distintas especies, tales 

como mono rhesus, ratón, rata, pollo, pececillo dorado y salamandra (Straiker et al., 

1999a). CB1 se expresa principalmente en las células horizontales y en las bipolares de 

los bastones, lo que indicaría un rol de los canabinoides en la visión escotópica. En 

cambio la enzima FAAH, que controla la degradación de AEA, presenta una 

distribución más extensa. La inmunoreactividad más intensa se observa en las células 
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ganglionares, en menor medida en células horizontales, amacrinas y en la capa 

plexiforme interna (CPI). Además, aparece inmunoreactividad CB1 de aspecto 

puntiforme en la capa plexiforme externa (CPE) y en la CPI (Straiker et al., 1999a; 

Yazulla et al., 1999). CB2 también se encuentra en la retina de rata y ratón. Su ARNm 

se observa en las células ganglionares, la capa nuclear interna (CNI) y en los segmentos 

internos de los fotorreceptores (Lu et al., 2000). La estimulación de los receptores 

canabinoides, principalmente CB1 es neuroprotectora en la uveítis experimental (Chen 

et al., 2005). De manera similar, en ratas diabéticas los canabinoides logran disminuir la 

neuroinflamación. Previenen la pérdida de la barrera hemato-retinal y la muerte 

neuronal, aparentemente, por disminución de la producción de radicales libres y 

citoquinas proinflamatorias (El-Remessy et al., 2006). 

En tejidos humanos, CB1 se encuentra en el epitelio ciliar, el epitelio y endotelio de la 

córnea, en la red trabecular y el canal de Schlemm, en músculo ciliar y en los vasos del 

cuerpo ciliar (Straiker et al., 1999b). En la red trabecular, la activación de CB1 y CB2 se 

asocia con cambios en el flujo del humor acuoso y la presión intraocular (He and Song, 

2007; McIntosh et al., 2007; Zhong et al., 2005). 

Aunque cada receptor canabinoide presenta ligandos específicos, ambos receptores 

comparten ciertas propiedades bioquímicas y farmacológicas (Felder et al., 1995). La 

inhibición de la adenilato ciclasa (AC) es una respuesta muy bien caracterizada en 

cerebro y células neuronales que expresan CB1. Esto también ocurre en los linfocitos 

humanos y bazo de ratón que expresan CB2 (Howlett et al., 2002). Además, pueden 

activar las MAP quinasas y la vía de sobrevida Akt/PKB. Los efectos de los 

canabinoides varían según el fenotipo celular (Guzman, 2005). En los esplenocitos 

disminuyen la expresión nuclear de los factores de transcripción c-fos y c-Jun (Faubert 

and Kaminski, 2000), mientras que en las células CHO activan la quinasa c-jun terminal 

(JNK) y la quinasa p38 (Rueda et al., 2000). En el hipocampo, los ligandos 

canabinoides también activan la MAPK p38, pero no JNK (Derkinderen et al., 2001). 

Hasta el momento no existe información específica sobre la conjuntiva, por lo cual el 

estudio del sistema endocanabinoide en el epitelio de la superficie ocular constituye el 

objetivo central de esta sección. La preservación de la barrera de la superficie ocular 

requiere un complejo control de la proliferación celular y de los mecanismos 
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inflamatorios, los cuales podrían ser regulados por el sistema endocanabinoide. En este 

sentido se exploro la presencia y ciertas propiedades de los receptores canabinoides en 

las células de epitelio conjuntival humano y murino. 

Los objetivos específicos fueron: 

a. Determinar la presencia de los receptores canabinoides CB1 y CB2 en el epitelio de la 

conjuntiva normal murina, en biopsias humanas y en una línea normal celular derivada 

de la conjuntiva humana IOBA-NHC.  

b. Determinar la capacidad funcional de los receptores CB1 y CB2 en las células IOBA-

NHC por medio de cambios en los niveles de AMPc y proliferación celular. 

c. Evaluar la participación de CB1 y CB2 en la activación de distintas moléculas de 

estrés luego de la estimulación de la células IOBA-NHC con la citoquina 

proinflamatoria TNF-. 
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3.2 Resultados 

3.2.1 Superficie ocular del ratón 

Se detecto inmunorreactividad CB1 y CB2 en todo el epitelio conjuntival (Figura 3.1, A 

y B). La inmunorreactividad CB1 fue máxima en el fórnix, donde la capa más externa 

del epitelio aparecía más intensamente teñida que las capas basales (Figura 3.1, A y C). 

La diferencia entre los estratos desapareció en las regiones donde el epitelio de la 

conjuntiva era más delgado. 

El patrón de inmunorreactividad CB2 mostró una fuerte inmunotinción en casi todas las 

capas del epitelio de la conjuntiva (Figura 3.1, B y D), con los máximos niveles en el 

fórnix y en la conjuntiva bulbar. Todos los anticuerpos contra CB1 y CB2 exhibieron el 

mismo patrón de tinción. 

3.2.2 CB1 y CB2 en la conjuntiva humana 

3.2.2.1 Inmunohistoquímica en biopsias e improntas 

Los antisueros contra CB1 y CB2 tiñeron intensamente el epitelio conjuntival en 

criosecciones de muestras humanas. La inmunoreactividad CB1 y CB2 aparecieron en 

todas las capas del epitelio, incluidas las células caliciformes. Además, el antisuero 

contra CB2 inmunotiñó los vasos sanguíneos y algunas escasas células ubicadas en el 

estroma (Figura 3.2, A-C).  

Las improntas conjuntivales mostraron las típicas células de forma poligonal con 

algunas células caliciformes. Todas las células epiteliales exfoliadas fueron también 

intensamente teñidas por los anticuerpos CB1 y CB2 (Figura 3.2, D y E), generalmente 

con un patrón finamente granular. No se encontraron diferencias entre las muestras 

bulbares y tarsales. 

3.2.2.2 Inmunohistoquímica en células IOBA-NHC 

También se encontró intensa inmunorreactividad CB1 y CB2 en las monocapas de 

células IOBA-NHC. Estas células poligonales, con grandes núcleos, mostraron fuerte 

inmunoreactividad citoplasmática, generalmente con un patrón puntiforme muy fino, 



Figura 3.1. Detección de CB1 y CB2 mediante procedimiento inmunoenzimático. A: Este 
fotomontaje a bajo aumento del saco conjuntival dorsal muestra la inmunoreacción de CB1. La 
marca es más intensa en la región del fórnix (f) y en la región bulbar, donde aparece en todas las 
capas epiteliales. La marca es menor en la conjuntiva tarsal, pero nótese el acúmulo de células 
inmunomarcadas en la zona transicional con la epidermis palpebral (p). e, esclera. B: Un corte 
consecutivo muestra una distribución semejante de CB2, cuya inmunorreactividad es más intensa 
en el fórnix, la conjuntiva bulbar y el margen palpebral. C: A mayor aumento, el epitelio del 
fórnix muestra inmunorreactividad de CB1 en todas sus capas, que es más intensa en las células 
superficiales. D: La inmunoreactividad de CB2 fornical presenta un patrón similar, con la tinción 
más intensa en las capas superiores. Calibración, A y B, 100 µm; C y D, 25 µm.



Figura 3.2. Receptores canabinoides CB1 y CB2 en conjuntiva humana. A: Este fotomontaje 
muestra inmunoreactividad CB1 en todas las capas epiteliales. c, células caliciformes. B: La 
inmunorreactividad CB2 muestra una distribución semejante en el epitelio, pero también aparece 
en el endotelio vascular (v) y en células en el estroma (flecha). C: A mayor magnificación se 
observa una célula caliciforme, con fuerte inmunoreactividad citoplasmática alrededor de la gota 
de secreción mucosa. Las células epiteliales vecinas a la célula caliciforme también presentan 
intensa inmunoreactividad. D: En esta muestra obtenida por exfoliación conjuntival se observa 
intensa inmunoreactividad CB1 en todas las células desprendidas. E: En las células exfoliadas 
también aparece intensa inmunorreactividad CB2. Calibración, A y B, 50 µm; C-E, 25 µm.
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que probablemente refleja la presencia de los receptores en vesículas citoplasmática y 

dominios de la membrana (Figura 3.3, A y B). En los Western blots de los extractos de 

células IOBA-NHC (n = 3) aparecieron las bandas correspondientes a CB1 y CB2a, con 

un peso molecular de 60 kDa y 45 kDa, respectivamente (Figura 3.3, C). 

3.2.2.3 Transcriptos de CB1 y CB2 

Para evaluar la expresión de los ARNm de CB1 y CB2 en células IOBA-NHC, se aisló 

y analizo por RT-PCR clásica el ARN total de estas células. Se detecto los amplicones 

correspondientes a los ARNm de CB1 y CB2 con una longitud de 309 bp y 337 bp, 

respectivamente. Ambas secuencias fueron detectadas en cuatro extractos diferentes 

ARN de células IOBA-NHC (Figura 3.3, D). No se observaron amplicones en los 

controles negativos, donde el paso de transcripción reversa fue omitido. 

3.2.3 AMPc y ligandos canabinoides 

La regulación de los niveles intracelulares de AMPc, así otras respuestas funcionales de 

los ligandos canabinoides, fue estudiada en cultivos de células IOBA-NHC. La 

inhibición de la fosfodiesterasa por el IBMX (0.5 x 10
-3

 

M) no indujo cambios en los 

niveles intracelulares de AMPc en las células IOBA-NHC. Solo se observó un aumento 

cuando la adenilato ciclasa fue simultáneamente activada con FRSK (Figura 3.4, A). 

Los aumentos de AMPc fueron significativos en presencia de 0.5 x 10
-6

 

M FRSK.  

La adición del canabinoide AEA (10
-6

 

M) redujo significativamente los niveles 

intracelulares de AMPc en presencia de 0.5 x 10
-3 

M IBMX y 0.5 x 10
-6

 

M FRSK 

(Figura 3.4, B). Estas fueron las condiciones utilizadas en los siguientes experimentos. 

Los antagonistas específicos de CB1 y CB2, AM251 (10 x 10
-6

 M) y AM630 (10 x 10
-6

 

M), revirtieron la reducción de AMPc producida por AEA (Figura 3.4, C). Se infiere 

entonces que ambos receptores CB1 y CB2 participan en la regulación de los niveles de 

AMPc. Bajo las mismas condiciones de estimulación de la adenilato ciclasa, la 

incubación con el canabinomimético selectivo CP55,940 (10
-6

 

M) también redujo los 

niveles intracelulares de AMPc (Figura 3.4, D). Como este compuesto no se une a los 

receptores de tipo vanilloide, estos resultados confirman que la disminución observada 

en los niveles de AMPc dependió de los receptores canabinoides. También en este caso, 



Figura 3.3. Detección de los receptores canabinoides CB1 y CB2 en monocapas IOBA-NHC.  A: 
En una monocapa confluente, todas las células exhiben inmunoreactividad CB1. La marca mues-
tra un patrón granular. B: Estas monocapas también presentan inmunorreactividad CB2 con un 
patrón granular similar al anterior. Calibración, 10 µm. C: Estos inmunoblots de las proteínas CB1 
y CB2 en extractos de células IOBA-NHC muestran una única banda positiva (PM 60 kDa y 45 
kDa, respectivamente) para cada receptor. Las imágenes son representativas de 3 experimentos 
independientes. D: RT-PCR de los ARNm correspondientes a CB1 y CB2 en extractos de células 
IOBA-NHC. Las calles del gel, que representa 4 experimentos independientes, muestran primero 
los estándares de peso molecular (500-300 pb) y luego los amplicones de CB1 y CB2 (309 y 337 
pb, respectivamente) obtenidos después de 35 ciclos de PCR. 



Figura 3.4. Concentraciones de AMPc intracelular en monocapas de células IOBA-NHC en 
presencia del inhibidor de la fosfodiesterasa (IBMX, 0.5 x 10-3 M), expresadas como pmol/pocillo 
± DE. Cada punto representa el promedio de 4-6 pocillos de tres experimentos independientes. A: 
Para incrementar los niveles intracelulares de AMPc se ensayaron distintas concentraciones (0 a 
10 x 10-6 M) de forskolina (FRSK), activador de la adenilato ciclasa (AC). El ANOVA de una vía 
seguido por prueba de comparación múltiple de Tukey, demuestra un incremento significativo 
para las concentraciones mayores a 0.5 x 10-6 M (a, comparaciones con los valores del control sin 
FRSK; a, P < 0.05, aaa, P < 0.001). B: La concentración de AMPc se reduce en presencia de AEA 
(1 x 10-6 M). La reducción es estadísticamente significativa solo en cultivos tratados con 0.5 x 10-6 
M FRSK (prueba t; a, P < 0.05). Dicha concentración se utilizó en los siguientes experimentos. 
C: Los antagonistas específicos CB1 y CB2, AM251 (10 x 10-6 M) y AM630 (10 x 10-6 M) revir-
tieron la disminución de AMPc inducida por 1 x 10-6 M AEA. c, control sin AEA. La prueba de t 
demuestra diferencias significativas. a, comparaciones con el control; b, comparaciones con 
AEA; a o b, P < 0.05. D: El canabimimético selectivo CP55,940 (10-6 M) también disminuye en 
forma significativa los niveles de AMPc intracelulares. c, control sin CP55,940. El efecto del 
canabinoide no se observa en presencia de AM251 (10 x 10-6 M) o AM630 (10 x 10-6 M) (prueba 
de t; a, comparaciones con los valores control; b, comparaciones sin CP55,940; a o b, P < 0.05).
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los antagonistas específicos para CB1 y CB2 revertir los efectos de CP55,940. No se 

encontraron efectos aditivos de AM251 y AM630. 

3.2.4 Canabinoides y crecimiento de los cultivos 

A fin de determinar la concentración celular óptimo, se evaluó la producción de 

formazán en función del número de células sembradas por pocillo, en el rango 10-50 x 

10
3

 

 (n = 5 pocillos por punto experimental) (Figura 3.5, A). Los coeficientes de 

regresión lineal (r
2
) obtenidos para 1, 2 y 3 días in vitro (div) fueron 0.87, 0.89 y 0.90, 

respectivamente. De este modo, la concentración utilizada en adelante fue 20 x 10
3
 

células/pocillo. Se evaluaron los efectos de ligandos canabinoides con incubaciones de 

1, 2 y 3 días. Ensayamos concentraciones crecientes de CP55,940 (0.01- a 10 x 10
-6

 

M, 

n = 4 pocillos por cada punto experimental, 3 experimentos diferentes).  

Los cultivos incubados en presencia de CP55,940 produjeron mayor cantidad de 

formazán que los no tratados (Figura 3.5, B). Después de 1 div, se encontraron 

incrementos significativos con las concentraciones menores de CP55,940 (0.01 y 0.10 x 

10
-6

 

M), mientras que las concentraciones mayores no tuvieron efectos detectables sobre 

el número de células. Esta tendencia se intensificó después de 2 y 3 div, cuando se 

detectaron aumentos en el número de células para concentraciones de 0.01 a 1.00 x 10
-6

 

M CP55,940. El mayor incremento se obtuvo con 0.10 x 10
-6

 

M CP55,940. Por el 

contrario, después de la incubación con 10 x 10
-6

 

M CP55,940 el número de células fue 

semejante al observado en los cultivos sin activación canabinoidea. 

Los antagonistas específicos de CB1 y CB2, AM251 y AM630, fueron evaluados a dos 

concentraciones diferentes, 0.1- y 1 x 10
-6

 

M (n = 4 pocillos por cada punto 

experimental, 3 experimentos diferentes). En los cultivos celulares sin CP55,940, ambos 

antagonistas disminuyeron parcialmente el número de células después de 1 div, aunque 

el descenso solo fue estadísticamente significativo en los cultivos tratados con 1 x 10
-6

 

M AM630 (Figura 3.6). El efecto directo de los antagonistas de CB1 y CB2 fue mayor a 

los 2 y 3 div, cuando tanto las concentraciones altas como las bajas de AM251 y 

AM630 redujeron significativamente el crecimiento de los cultivos.  



Figura 3.5. Detección con formazán del crecimiento celular después de 1, 2 y 3 días in vitro (div) 
en medio de proliferación. A: Se observa correlación lineal entre la producción de formazán y el 
número de células sembradas (n = 5 pocillos por punto experimental; r2, 0.87, 0.89 y 0.90 para 1, 
2 y 3 div respectivamente). B: Ensayamos concentraciones crecientes de CP55,940 (0.01- a 10 x 
10-6 M, barras grises más intensas) sobre el crecimiento celular (20 x 103 células/pocillo; n = 4 
pocillos por punto experimental, 3 experimentos diferentes). El ANOVA de dos vías, con un 
post-test de Bonferroni muestra diferencias significativas. a, diferencia con el control; b, c, d, 
diferencias con 0.01-, 0.10- y 1.0 x 10-6 M de CP55,940, respectivamente. a, P < 0.05, aa, P < 
0.01, aaa, P < 0.001. Similares valores se aplican a los otros símbolos. Se observan aumentos en 
el número celular, que son mayores a los 2 y 3 días. No aparecen cambios con respecto al control 
a concentraciones de 10-6 M.



Figura 3.6. Efecto de los antagonistas de los receptores canabinoides CB1 y CB2 sobre el creci-
miento celular en células IOBA-NHC en medio de proliferación. Se comparan (columnas blancas 
y grises, respectivamente) cultivos sin tratamiento y otros tratados con 0.1 x 10-6 M CP55,940 (n 
= 4 pocillos por punto experimental, 3 experimentos diferentes). Se muestran comparaciones 
estadísticas seleccionadas (ANOVA de una vía, seguido del test de Tukey de múltiples compara-
ciones). a, diferencias con el control; b y c, diferencias entre concentraciones de AM251 y 
AM630 en los experimentos sin canabinoides exógenos. En los cultivos incubados con CP55,940: 
d, diferencia con el control; e y f, diferencias entre concentraciones de AM251 y AM630, respec-
tivamente. a, P < 0.05, aa, P < 0.01, aaa, P < 0.001. Se aplicaron similares valores para otros 
símbolos. En ausencia de CP55,940 la concentración más alta de AM630 muestra descenso signi-
ficativo con respecto a los controles con 1 div. Después de 2 y 3 div ambos antagonistas reducen 
el crecimiento celular. En los cultivos tratados con CP55,940, ambos antagonistas revierten com-
pletamente los incrementos inducidos en el número celular. La magnitud del efecto aumenta a los 
2 y 3 div.



 

71 

 

Asimismo, ambos antagonistas redujeron el aumento del número de células producido 

por CP55,940 (0.1 x 10
-6

 

M). En los cultivos de 1 día, las concentraciones mayores de 

AM251 y AM630 (1 x 10
-6

 

M) revirtieron completamente el efecto estimulante de 

CP55,940. En las concentraciones menores, equimolares a la concentración de 

CP55,940, estos antagonistas solo lograron una reversión parcial. En cultivos de 2 y 3 

días, las concentraciones más altas de los antagonistas redujeron el crecimiento de los 

cultivos a los niveles observados en ausencia de CP55,940. Las concentraciones 

menores también disminuyeron significativamente el número de células (Figura 3.6).  

3.2.5 Canabinoides y marcadores de estrés 

Se estudio el efecto de los canabimiméticos sobre la activación de JNK y el NF-kB 

(p65) inducida por TNF-, ya que esta citoquina esta incrementada en los fluidos 

lacrimales y en el epitelio conjuntival de pacientes que sufren algunas condiciones 

inflamatorias (Luo et al., 2004; Pflugfelder et al., 1999). Se evaluó por medio de 

Western blot las dos isoformas de JNK, p54 y p46 como así también las 

correspondientes moléculas fosforiladas, p-p54 y p-p46. En cultivos confluentes y no 

estimulados de células IOBA-NHC, las formas fosforiladas no superaron el límite de 

detección (Figura 3.7, A). Estas aparecieron después de la estimulación con TNF-α, p-

p46 a los 15 minutos y p-p54 a los 30 minutos. Ambas formas fosforiladas 

permanecieron elevadas por 1 hora o más. Después de 4 horas, p-p46 había disminuido 

y p-p54 ya no pudo ser detectada. Durante este período de tiempo no se detectaron 

cambios en los niveles de las isoformas no fosforiladas (Figura 3.7, A). La adición de 

CP55,940, 10 minutos antes del estímulo con TNF-α, redujo notablemente los niveles 

de p-JNKs inducidos por esta citoquina. La reducción de p-JNK fue dosis-dependiente, 

desde la disminución observada con la concentración más baja de CP55,940 (0.01 x 10
-6

 

M) a la anulación total con concentraciones 1 o 10 x 10
-6

 

M de CP55,940 (Figura 3.7, 

B).  

Del mismo modo, no se detectó p-JNK por medio de inmunohistoquímica en las 

monocapas controles. La inmunorreactividad p-JNK se hizo manifiesta después de 30 

minutos de incubación con TNF-α. Disminuyó después de incubaciones más largas y no 

se encontró en el núcleo de las células. La inmunoreactividad de p-JNK inducida por la 



Figura 3.7. Efectos de CP55,940 sobre la activación de JNK inducida por TNF-α en células 
IOBA-NHC. A: Inmunoblots que muestran la concentración de p-JNK. No aparecen isoformas 
fosforiladas p-JNK en los cultivos no estimulados (t = 0), a los 15 minutos aparece p-p46, y a los 
30 minutos p-p54. La máxima activación de ambas isoformas ocurre entre 30 y 60 minutos, y su 
desaparición es casi total después de 240 minutos. No se detectan cambios de las isoformas no 
fosforiladas (p54 y p46) durante este período. Las imágenes son representativas de 3 experimen-
tos independientes. B: Gráfico de barras que representan media ± DE de la suma p-p46 y p-p54 
para cada periodo de tiempo. Los cambios con respecto a t = 0 son estadísticamente significativos 
(ANOVA de una vía, seguida del test de Tukey de comparaciones múltiples; aaa, P < 0.001). C: 
Inmunoblots que muestran los efectos de la activación por TNF-α en cultivos tratados con 
CP55,940. Se observa reducción o desaparición del efecto en forma dependiente de la concentra-
ción (0.01-10 x 10-6 M). c, control sin CP55,940 ni TNF-α. D: Gráfico de barras que muestra la 
suma de las densidades ópticas de ambas isoformas (n = 3 experimentos; medias ± DE). Las com-
paraciones estadísticas (ANOVA de una vía, seguida del test de Tukey de comparaciones múlti-
ples) muestran diferencias significativas con respecto a los controles, sin TNF-α (aaa, P < 0.001), 
y TNF-α sin CP55,940 (b, P < 0.05, bbb, P < 0.001).
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incubación con TNF-α durante 30 minutos desapareció cuando CP55,940 fue 

adicionado 10 minutos antes que la citoquina (Figura 3.8, A).  

En condiciones basales, las células IOBA-NHC mostraron intensa inmunoreactividad p-

p38 que no fue modificada por el tratamiento con TNF-α.  

En idénticas condiciones, la inmunorreactividad NF-κB, detectada con antisuero contra 

la proteína p65, se observó exclusivamente en el citoplasma. Solo se detectó 

inmunotinción nuclear después de 30 minutos de incubación con TNF-α. La 

translocación nuclear no ocurrió cuando los cultivos fueron preincubados con CP55,940 

antes de estimular con TNF-α (Figura 3.8, B). 

 



Figura 3.8. Inmunoreactividad de JNK activada (p-JNK) y el factor de transcripción NF-κB en 
cultivos de células IOBA-NHC en tres condiciones experimentales: controles sin tratamiento 
(columna izquierda), TNF-α (columna central) y TNF-α + CP55,940 (columna derecha). A: Bajo 
condiciones control, las células presentan poca o ninguna marca p-JNK. Esta aumenta notable-
mente después de 30 min con TNF-α, pero se mantiene en condiciones basales cuando los cultivos 
son estimulados con CP55,940. B: Los cultivos en condiciones basales muestran NF-κB citoplas-
mática, mientras que después de la estimulación con TNF-α aparece en el núcleo celular. 
CP55,940 previene la translocación nuclear de NF-κB. Calibración para todas las figuras, 25 µm.
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3.3 Discusión 

Los hallazgos descriptos en este capítulo proporcionan información sobre las funciones 

del sistema endocanabinoide en la superficie ocular, que no habían sido previamente 

descripta. En el epitelio conjuntival humano y murino se detectaron los receptores 

canabinoides, CB1 y CB2, mediante antisueros contra diferentes epítopes de cada 

receptor. Asimismo, amplificamos por RT-PCR los transcriptos de los receptores en una 

línea celular derivada de la conjuntiva humana. Más importante aún, se hallo una 

asocian de estos receptores con la activación de cascadas de señalización relacionadas 

con los procesos inflamatorios y con la proliferación de las células del epitelio 

conjuntival.  

3.3.1 CB1 y CB2 en el epitelio de la conjuntiva 

En los ratones, el epitelio conjuntival mostró inmunoreactividad para ambos receptores 

canabinoides en toda la extensión de su superficie. La mayor inmunoreactividad se 

observó en la región del fórnix y la menor en la conjuntiva palpebral. En cada región, la 

marca era más intensa en las células más externas, es decir el compartimiento epitelial 

no proliferativo. Aunque con menor intensidad, también se encontró intensa marca CB1 

y CB2 en el compartimiento progenitor del epitelio conjuntival, compuesto por las 

capas basal y suprabasal (Zajicek et al., 1995). Además, una baja inmunorreactividad en 

la conjuntiva palpebral, donde se encontrarían, en la rata, abundantes células troncales 

del epitelio conjuntival (Chen et al., 2003a). Esta diferencia en los niveles de 

inmunorreactividad en los distintos compartimientos epiteliales podría sugerir una 

relación con los procesos de proliferación y diferenciación del epitelio. 

En las muestras humanas, se encontró inmunoreactividad CB1 y CB2 en las células de 

revestimiento y en las células caliciformes del epitelio conjuntival. Es probable que los 

canabinoides participen en la regulación de la secreción de las células caliciformes. En 

este sentido, cabe destacar que hemos demostrado la inhibición de la secreción salival 

en la rata por acción de los endocanabinoides (Prestifilippo et al., 2006). En el epitelio 

respiratorio expuesto a una infección viral, 
9
-THC reduce los niveles del ARNm de la 

mucina5AC y la metaplasia mucosa (Buchweitz et al., 2007). 
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3.3.2 Respuestas funcionales de CB1 y CB2 

Los agonistas de los receptores canabinoides redujeron los niveles de AMPc 

evidenciando que estos receptores están asociados con la adenilato ciclasa en las células 

conjuntivales. Dado que la reducción fue similar para AEA y para CP55,940 se puede 

asumir que el efecto depende de los receptores canabinoides, ya que CP55,940 los 

activa específicamente sin influir sobre los receptores vanilloides. El efecto de los 

antagonistas específicos AM251 y AM630 confirmó esta hipótesis. El control de la 

cascada de la AC podría estar directamente envuelto en la proliferación (Stork and 

Schmitt, 2002) y en las respuestas anti-inflamatorios (Herring and Kaminski, 1999).  

El rol de los endo- y exocanabinoides en la proliferación ha sido principalmente 

estudiado en células cancerígenas. Se han publicado resultados dispares con respecto a 

este ítem, según la naturaleza de las células blanco y de su estado proliferativo o de 

diferenciación. La evidencia disponible hasta el momento indica que la inhibición del 

crecimiento es mayor en las células cancerosas que en las no cancerosas (Guzman, 

2005; Ligresti et al., 2006). De todas maneras, no sorprendería que la inhibición de la 

proliferación celular fuese un efecto farmacológico, dado que es común observar este 

fenómeno después de administrar altas dosis de exocanabinoides. En contraposición, en 

células tumorales (Hart et al., 2004) y células B normales humanas (Derocq et al., 

1995), la estimulación con los canabinoides a concentraciones nanomolares induce un 

estado proliferativo. Aquí se demostró en la línea celular derivada de conjuntiva 

humana IOBA-NHC que los efectos de los canabinoides sobre la proliferación celular 

dependen críticamente de la concentración de los agonistas, ya que el efecto desaparece 

a concentraciones altas de CP55,940 (10 x 10
-6

 M). 

Llamativamente, la incubación con los antagonistas AM251 y AM630 incrementó los 

niveles de AMPc más allá de los valores control. De manera similar, estas drogas 

disminuyeron el crecimiento por debajo del nivel control. Aunque la activación de los 

receptores usualmente es un fenómeno dependiente de la unión del ligando, varios 

GPCRs, incluyendo CB1 y CB2, muestran una actividad constitutiva significativa. Esto 

podría explicar el efecto tipo agonista inverso de AM251 y AM630 (Pertwee, 2006). 
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Los GPCRs activos son endocitados desde la membrana plasmática y a menudo exhiben 

una localización intracelular (Milligan, 2003). La distribución granular de la 

inmunorreactividad CB1 y CB2 probablemente refleja una localización vesicular, que 

podría corresponder a activación constitutiva de estos receptores, ya por sus 

características funcionales o por estimulación autócrina. Esta actividad sostenida del 

sistema endocanabinoide podría explicar la fuerte expresión basal de p-p38 en las 

células IOBA-NHC. 

3.3.3 Bloqueo de las cascadas de estrés por la 

activación de CB1 y CB2 

Los resultados descriptos en este capítulo muestran que CP55,940 bloquea la activación 

de JNK y de NF-KB inducida por TNF-α en las células del epitelio conjuntival. Estos 

cambios implican un rol anti-inflamatorio de los ligandos canabinoides, y esto resulta de 

suma importancia, ya que podría contribuir al manejo de enfermedades inflamatorias de 

la superficie ocular. Se sabe que en los pacientes con queratoconjuntivitis asociada a ojo 

seco existe un importante aumento de TNF-α en el epitelio conjuntival (Solomon et al., 

2001). Esta citoquina también aumenta rápidamente en las células epiteliales por efecto 

de endotoxina (Liang et al., 2006) o en el estrés hiperosmolar (Li et al., 2006).  

Aunque p38 podría también estar involucrado en el fenómeno inflamatorio conjuntival 

(Luo et al., 2004), su expresión basal en las células IOBA-NHC era muy alta e impidió 

estudiar los efectos de TNF-α.  

En condiciones basales solo se detectó inmunoreactividad NF-kB (p65) en el citoplasma 

de las células IOBA-NHC. Una distribución similar fue descripta en el epitelio 

conjuntival de ratones normales in vivo (Kase et al., 2004). La translocación nuclear de 

este factor de transcripción, que en nuestro modelo in vitro fue inducido por TNF-α, 

también se encuentra en casos de queratoconjuntivitis o después de raspado 

experimental (Kase et al., 2004). En consecuencia, la prevención de esta translocación 

por los canabinoides podría contribuir al control de las situaciones de inflamación. La 

atenuación de la respuesta a TNF-α por acción de los canabinoides ha sido demostrada 

en otros sistemas (Gkoumassi et al., 2007; Rajesh et al., 2007). Sin embargo, la 
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interacción entre los canabinoides y los mecanismos inflamatorios es bastante compleja. 

Además de activar las cadenas de estrés, TNF-α también aumenta la producción de 

endocanabinoides, y en contraposición, la estimulación por los canabinoides disminuye 

la secreción de TNF-α observada en numerosas condiciones inflamatorias (De Filippis 

et al., 2007). El efecto neto sería anti-inflamatorio, ya que el aumento del tono 

endocanabinoide, que por lo menos parcialmente actúa vía CB1 y CB2, disminuye el 

daño epitelial en la inflamación intestinal (Di Marzo and Izzo, 2006). 

En resumen, estos resultados sugieren que los receptores canabinoides del epitelio 

conjuntival desempeñan un papel importante en el mantenimiento de este epitelio. Se 

requieren nuevos estudios para determinar si solamente participan en el recambio 

epitelial normal o si su activación también participaría en la metaplasia epitelial, un 

hallazgo frecuente en las enfermedades de la conjuntiva. Por otra parte, su acción 

contraria a la de TNF-α indica que tendrían un importante papel en las enfermedades 

inflamatorias de la superficie ocular.  
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4. Melatonina y relaciones retina-EPR 

 

4.1 Introducción y objetivos específicos 

La separación artificial de la retina neural del epitelio pigmentario retinal (EPR) se 

realiza muchas veces con propósitos específicos, tales como remoción de una membrana 

subretinal, reaplicación de una retina desprendida y plegada, o para realizar una cirugía 

de desplazamiento macular (de Juan et al., 1998; Stanga et al., 2002). La recuperación 

de la función visual depende del reestablecimiento de asociaciones funcionales entre 

estas capas.  

Aunque no existe ningún tipo de unión celular entre el EPR y los fotorreceptores 

(Steinberg and Wood, 1974; Strauss, 2005), hay una fuerte interdigitación anatómica 

entre los segmentos externos de los fotorreceptores y las microvellosidades del EPR, 

por lo cual las células epiteliales pueden permanecer unidas a la retina cuando se 

separan mecánicamente. La íntima relación entre estas células se asocia con la 

renovación de los discos de los fotorreceptores y su fagocitosis por el EPR. Este 

fenómeno se ha utilizado para evaluar la fuerza de adherencia de la retina neural y EPR 

(Endo et al., 1988; Nandrot et al., 2006). También las fuerzas friccionales que resultan 

de las interdigitaciones (Marmor, 2001) y la posible presencia de interacciones 

electrostáticas entre las membranas celulares (Ghazi and Green, 2002) reforzarían la 

adhesión. La adhesión retinal también depende del transporte vectorial de fluidos, ya 

que la dirección del movimiento tiende a empujar la retina contra el EPR (Fatt and 

Shantinath, 1971). 

La matriz interfotorreceptora (IPM) puede actuar como un pegamento que une el EPR 

con la retina neural (Berman, 1969). La IPM está conformada por glucoconjugados 

poco solubles, muchos asociados a las membranas plasmáticas. Estos glucoconjugados 

están compuestos por una gran familia de proteoglucanos enriquecidos en condroitín 

sulfato, que se distribuyen de una manera heterogénea alrededor de los conos y 

bastones. Las enzimas que degradan carbohidratos debilitan la adhesión entre el EPR y 

la retina neural. La inhibición de la síntesis de proteoglucanos altera la estructura de la 
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matriz, especialmente la matriz asociada a los conos, y se producen desprendimientos 

retinales localizados in vivo (Hageman et al., 1995).  

La matriz que recubre los conos tiene una composición bioquímica particular. Su 

componente mayoritario es el proteoglucano condritín 6 sulfato, que es reconocido 

específicamente por la lectina de maní (PNA). La matriz o vaina de los conos es 

insoluble en soluciones acuosas, lo que permite aislarla de manera intacta por 

disociación física (Johnson and Hageman, 1991). La IPM que envuelve los segmentos 

externos de los bastones no contiene condroitin 6 sulfato ni sitios de unión para PNA, 

pero puede ser detectada con lectina de germen de trigo (WGA).  

Se conocen numerosos factores que pueden modificar la adhesión entre el EPR y la 

retina neural, como exposición a la luz (Owczarek et al., 1975), ambiente iónico, 

temperatura, metabolismo oxidativo, y presiones hidrostáticas y osmóticas (Marmor, 

2001). En los conejos se observó que la separación retinal es facilitada por soluciones 

libres de Ca
2+

 y Mg
2+

 (Fang et al., 2001; Faude et al., 2001), especialmente después de 

un breve período de adaptación a la oscuridad (Faude et al., 2001). Los factores 

metabólicos, entre ellos la anoxia, también pueden afectar la adhesión retinal (Kim et 

al., 1993). 

La melatonina es sintetizada rítmicamente en la retina y actúa como un neuromodulador 

impartiendo información fotoperiódica a la retina (Cahill and Besharse, 1992; Fukuhara 

et al., 2004). Esta hormona está envuelta en la regulación de muchas funciones retinales 

como ya hemos descripto en la sección 1.3.2, pero su rol en el desprendimiento retinal 

no había sido previamente estudiado. 

Previamente, en nuestro laboratorio se realizaron estudios con el propósito de obtener 

láminas de EPR con buena viabilidad. Los primeros ensayos, donde se obtuvieron los 

tejidos después de 1 h de adaptación a la oscuridad, permitieron obtener láminas de 

excelente aspecto morfológico. Sin embargo, la estructura epitelial se perdía después de 

unas pocas horas de cultivo. Por lo tanto, se utilizo la prueba de exclusión del colorante 

con ioduro de propidio (IP) para detectar daño submicroscópico anterior a la aparición 

de signos manifiestos de necrosis o apoptosis. De este modo, fue posible demostrar que 

la adhesión entre la retina y el EPR, que determina la viabilidad de estas últimas 
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después de un desprendimiento, depende de la hora del día y la duración de la 

adaptación a la oscuridad. Por otro lado, la administración de pequeñas dosis de 

melatonina reprodujo las condiciones de baja adherencia que facilitan el 

desprendimiento. Se observo que los tiempos y tratamientos que reducen el daño al EPR 

coinciden con las condiciones que reducen la unión de PNA a las vainas de los conos.  

Los objetivos específicos fueron: 

a. Evaluar la exclusión de colorante en las células EPR obtenidas en distintos momentos 

del día y después de distintos periodos de adaptación a la oscuridad. 

b. Determinar si las condiciones de mejor supervivencia del EPR podían ser 

reproducidas por el tratamiento con melatonina. 

c. Correlacionar las condiciones de mejor supervivencia con cambios selectivos en la 

matriz interfotorreceptora. 
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4.2 Resultados 

4.2.1 Separación Ex Vivo de la Retina y EPR 

Luego de realizar la separación ex vivo del EPR (ver Capítulo 2), se evaluo la calidad 

del EPR por medio de autofluorescencia e inmunofluorescencia de ZO-1 (Zymed, South 

San Francisco, CA). En todas las condiciones se encontró una lámina epitelial continua. 

Las células del EPR exhibían su característica forma hexagonal delimitada por un 

delgado cinturón de inmunofluorescencia ZO-1. Sin embargo, la penetración 

intracelular de IP indicó que estas preparaciones tenían un daño en la membrana celular, 

ya que IP es excluido por las membranas indemnes. Los experimentos iniciales, que 

fueron efectuados en solución de Ringer, mostraron que era posible obtener láminas 

epiteliales viables cuando la enucleación se efectuaba al comienzo de la fase nocturna, 

después de 48 horas de oscuridad constante (Figura 4.1). Por el contrario, los EPRs 

separados durante la fase diurna incorporaban IP aún después de 7 días de oscuridad 

constante.  

Por lo tanto, se realizo un estudio cuantitativo de la incorporación de IP en las células 

EPR (número de células IP+/unidad de área) después de tres diferentes periodos de 

adaptación a la oscuridad constante: 1, 24 y 48 horas, tomando las muestras en cuatro 

horarios diferentes: 6, 8, 13 y 20 hs. Los horarios elegidos correspondieron a la última 

hora de la fase nocturna, el comienzo y mitad de la fase diurna, y el comienzo de la fase 

nocturna. Además, se compararon, para todos los puntos, la disección en solución salina 

de Hanks (HBSS) y una solución similar libre de calcio y magnesio (CMF-HBSS). 

Las muestras separadas en solución HBSS (Figura 4.2, A), con sólo 1 hora de oscuridad 

constante, mostraron alto número de células marcadas, independientemente de la hora 

del día. Después de 24 horas de oscuridad constante, se observó una gran reducción de 

células IP+ en los ratones enucleados a las 20 hs, 1 hora después de apagadas las luces. 

Después de 48 horas de oscuridad constante, se encontró una reducción similar a las 6 

hs, 1 hora antes de prender las luces. Con este tiempo de adaptación, prácticamente no 

se observaron células IP+ a las 20 hs. Por el contrario, la incorporación de IP fue 

siempre muy alta en el EPR separado durante la fase diurna, independientemente del 

tiempo de adaptación a la oscuridad. El ANOVA de dos vías indicó un efecto 



Figura 4.1. Discos de EPR preparados ex vivo. A: A baja magnificación, esta imagen autofluores-
cente muestra la continuidad de las láminas epiteliales. B: Disco teñido con violeta de cresilo y 
observado bajo el modo de transmisión en un microscopio confocal. Se muestra la total preserva-
ción de la forma celular y de los núcleos. Las células binucleadas son características del EPR. C 
y D: Discos de EPR teñidos con ioduro de propidio (IP) ex vivo obtenidos a las 19 hs después de 
24 y 48 hs de adaptación a la luz, respectivamente. En ambos discos, los núcleos teñidos en la 
periferia reflejan la lesión por disección. En D no se observan núcleos fluorescentes en la lámina 
epitelial. Calibración, A, 200 µm; B, 15 µm; C y D, 100 µm. 



Figura 4.2. Evaluación cuantitativa de incorporación de IP en las células del EPR después del 
desprendimiento ex vivo. Las barras indican densidad de núcleos teñidos con IP (número de 
núcleos marcados con IP/campo óptico) en ratones sometidos a oscuridad constante por 1, 24 o 
48 hs. Para cada periodo de oscuridad constante se estudiaron muestras desprendidas a las 6, 8, 
13 o 20 hs. A: La separación ex vivo del EPR se realizó en solución HBSS. B: La separación del 
EPR se llevó a cabo en solución CMF-HBSS.
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significativo (P  0.0001) con respecto a la duración de la oscuridad y al horario del día, 

con una interacción muy significativa entre ellos (P  0.0001). Las comparaciones del 

ANOVA de dos vías y el posttest de Bonferroni mostraron que no había diferencias 

significativas entre los diferentes tiempos del día para las muestras con una hora de 

oscuridad constante. Después de 24 horas de oscuridad constante, la disminución 

significativa correspondió a las 20 hs (P  0.001), mientras que después de 48 horas, se 

encontraron diferencias significativas a las 6 hs (P  0.001) y 20 hs (P  0.001). 

Otros experimentos mostraron que la disminución en el daño del EPR después de 48 

horas de adaptación a la oscuridad se podía observar desde las 18 hs. La diferencia entre 

los EPR separados durante las fases nocturna y diurna también se puso de manifiesto en 

ratones mantenidos bajo un ciclo invertido de luz por dos semanas antes del 

experimento. 

Cuando el EPR fue separado en CMF-HBSS (Figura 4.2, B), el ANOVA de dos vías 

también señalo un efecto significativo (P  0.0001) de la duración de la oscuridad y 

hora del día, con una significativa interacción entre estos dos factores (P  0.0001). En 

estas condiciones, la separación después de 1 hora de oscuridad determinó valores 

elevados de células IP+ a cualquier hora del día, casi idénticos a los obtenidos en HBSS. 

Sin embargo, después de 24 horas de oscuridad constante, las células IP+ se redujeron 

significativamente tanto a las 13 hs (P  0.001) como a las 20 hs (P  0.001). Después 

de 48 horas de oscuridad, se encontraron valores bajos a las 6 hs (P  0.001), 13 hs (P  

0.001) y 20 hs (P  0.001). La cantidad de células IP+ obtenidas en CMF-HBSS a las 13 

hs fueron significativamente diferentes a las obtenidas con las mismas condiciones en 

HBSS después de 24 y 48 horas de oscuridad constante (ambas P  0.001). 

4.2.2 Efecto de la melatonina 

La melatonina es sintetizada en la retina de manera elevada durante la noche y reducida 

durante el día (Tosini and Fukuhara, 2003). De modo que su administración podría 

reproducir los efectos de la fase nocturna. El tratamiento con melatonina (0.05 mg/kg), 

en horas del mediodía, permitió obtener preparaciones con muy bajo número de células 

IP+ con solo una hora de adaptación a la oscuridad (Tabla 4.1). Los valores en los 
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ratones tratados con melatonina fueron significativamente más bajos que aquellos de los 

animales que solo recibieron salina (P  0.001). A la inversa, el número de células IP+ 

en los ratones tratados con melatonina fue prácticamente igual al obtenido en los EPR 

desprendidos a las 20 hs después 48 horas de oscuridad. 

 

Tabla 4.1. Células IP+ por campo microscópico en EPR desprendido ex vivo 

TRATAMIENTO HBSS CMF-HBSS 

   
Salina, 1 hs oscuridad, 13 hs  37.24 ± 4.18 37.07 ± 1.82 

Melatonina, 1 hs oscuridad, 13 hs 0.86 ± 0.14 1.11 ± 0.08 

Sulpiride, 1 hs oscuridad, 13 hs 9.77 ± 0.99 9.74 ± 0.79 

48 hs oscuridad, 20 hs  0.85 ± 0.07 0.89 ± 0.11 

 

La administración de melatonina exógena puede inhibir la liberación de dopamina 

retinal (Doyle et al., 2002). Por lo tanto, también evaluamos el efecto del sulpiride, un 

antagonista selectivo D2R, sobre el número de células IP+ (Tabla 4.1). El número de 

células dañadas fue mayor que después de melatonina (P  0.01). Sin embargo, fue 

sustancialmente menor que el número de células IP+ en los ratones que solo recibieron 

solución salina y fueron enucleados a la misma hora del día (P  0.001). No se 

observaron diferencias significativas entre los especímenes separados en medio con y 

sin Ca
2+

 y Mg
2+

 (HBSS vs CMF-HBSS).  

4.2.3 Sobrevida de las células EPR in vitro 

Para los experimentos in vitro, se obtuvieron pequeños discos de epitelio con un 

sacabocados 25 G (ver sección 2.3.2.2). Los discos fueron incubados durante 12 o 24 

horas en medio de cultivo sin suero.  

En los discos obtenidos a las 13 hs de animales sometidos a una sola hora de adaptación 

a la oscuridad, el patrón normal poligonal de ZO-1 desapareció durante las 3 primeras 
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horas de incubación (Figura 4.3, A). El mismo deterioro se observó en los especímenes 

extraídos al mediodía después de 24 a 48 horas de adaptación a la oscuridad. Por el 

contrario, los discos obtenidos a las 20 hs después 48 horas de adaptación a la oscuridad 

mantuvieron su patrón normal de ZO-1 durante 12 o 24 horas in vitro (Figura 4.3, B). 

Estos cultivos también mantuvieron la exclusión de colorante (no se muestran). 

Idénticos resultados con respecto a ZO-1 y exclusión de colorante se obtuvieron en 

discos obtenidos a las 13 hs, 1 hora después de la inyección de melatonina (Figura 4.3, 

C). 

4.2.4 Desprendimiento retinal in vivo 

Las retinas de los animales controles y tratados con melatonina fueron desprendidas por 

medio de una inyección subretinal de ácido hialurónico. Aunque la investigadora que 

realizó las inyecciones desconocía el tratamiento previo pudo identificar a los animales 

tratados con melatonina por presentar menor resistencia a la inyección subretinal (19 

identificaciones positivas en 25 animales totales). Quince minutos más tarde, cuando los 

animales fueron enucleados, en los ratones tratados con melatonina, el EPR se separó de 

la retina neural en forma casi espontánea.  

El EPR de los animales que recibieron solución salina mostró una gran cantidad de 

células IP+ en toda la extensión de la lámina epitelial (Figura 4.4, A). Por el contrario, 

después del tratamiento con melatonina, solo aparecían células IP+ en el punto de 

inyección (Figura 4.4, B). Toda la superficie restante del EPR estaba prácticamente libre 

de células IP+. 

4.2.5 Análisis de la matriz interfotorreceptora  

Estos hallazgos sugieren una relación con las modificaciones de la matriz 

interfotorreceptora (IPM) y que esos cambios podrían ser detectados por el patrón de 

unión de las lectinas PNA y WGA. Estudiamos la distribución estas lectinas en cortes 

mediante microscopía confocal. Para cada situación experimental, los cortes fueron 

analizados en la misma sesión, con idénticos parámetros de intensidad y barrido. La 

organización de la IPM fue evaluada en proyecciones de 10 secciones ópticas 

confocales consecutivas de 0.5 µm. 



Figura 4.3. Muestras de EPR obtenidas bajo diferentes condiciones e inmunoteñidas con ZO-1. 
A: El espécimen, obtenido a las 13 hs después de 1 hs de adaptación a la oscuridad, y mantenido 
in vitro durante 3 horas, presenta extenso daño de la lámina epitelial. B: El patrón hexagonal 
normal de ZO-1 está casi totalmente conservado en una lámina epitelial obtenida después de 48 
hs de adaptación a la oscuridad, al comienzo de la fase nocturna e incubada in vitro por 12 hs. C: 
Un patrón similar se observa en las muestras de EPR obtenidas después de tratamiento con mela-
tonina, aunque la hora del día y las condiciones de iluminación fueron similares a las descriptas 
en A, y la incubación in vitro fue de 12 hs. Calibración, A, 25 μm; B y C, 50 μm.



Figura 4.4. Montajes de EPRs provenientes de ojos que sufrieron un desprendimiento de retina in 
vivo, a las 13 hs, después de 1 hs de adaptación a la oscuridad. Los EPRs fueron incubados con 
IP. El sitio de la inyección subretinal, rodeado por un gran número de células que no lograron 
excluir IP, se señala con un asterisco. A: Un EPR control que recibió solución salina muestra 
células que no excluyen IP dispersas sobre toda la superficie desprendida. B: En un EPR prove-
niente de un animal tratado con melatonina bajo las mismas condiciones no se observan células 
marcadas salvo en la zona de la inyección. C: La imagen autofluorescente de la misma prepara-
ción muestra la preservación estructural de la lámina epitelial. Calibración para todas las figuras, 
50 μm.
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Primero se comparó la IPM de ratones fijados a las 20 hs después de 1 o 48 horas de 

oscuridad. En las retinas fijadas a las 20 hs, después de 1 hora de oscuridad, las vainas 

de los conos (PNA+) aparecían como estructuras granulosas intensamente fluorescentes. 

La fluorescencia disminuyó notablemente después de 48 horas de oscuridad (Figura 4.5, 

A y B). La lectina WGA marcó en forma uniforme todos los segmentos externos (SE), 

con zonas de mayor intensidad alrededor de los segmentos internos (SI). Todas las 

retinas mostraron el mismo patrón uniforme de tinción, aunque la intensidad de la 

fluorescencia fue mucho mayor después de 48 horas de oscuridad (Figura 4.5, C y D). 

En los siguientes experimentos, los ratones fueron inyectados con salina o melatonina a 

las 12 hs, y fijados a las 13 hs, después de 1 hs de adaptación a la oscuridad. En los 

ratones fijados después de 1 hs de oscuridad, a las 13 hs, el patrón de PNA fue 

semejante al observado en los ratones fijados a las 20 hs con el mismo tiempo de 

adaptación. Los animales tratados con melatonina mostraron una clara disminución de 

la unión de PNA a los conos, particularmente alrededor de los SE. Solo se observaba 

inmunofluorescencia PNA alrededor de los SI (Figura 4.6, A y B). En los ratones 

inyectados con salina, WGA mostró una matriz amorfa poco inmunofluorescente. La 

melatonina provocó un gran incremento en la intensidad de la marca, casi idéntica a la 

observada a las 48 horas de oscuridad (Figura 4.6, C y D). Por lo tanto, los cambios en 

la unión de las lectinas detectados al mediodía, una 1 hora después de la melatonina se 

asemejan a los cambios observados a las 20 hs después de 48 horas de oscuridad 

constante  



Figura 4.5. Criosecciones de retinas de animales sometidos a oscuridad constante por 1 hs (A y 
C) o 48 hs (B y D) y fijados 1 hs después de comenzada la fase nocturna. A y B: La fluorescencia 
de la lectina PNA aparece alrededor de los segmentos internos (SI) y externos (SE) de los conos. 
Nótese la disminución de la fluorescencia en los SE de las retinas fijadas después de 48 hs de 
oscuridad. C y D: La lectina WGA muestra una matriz amorfa rodeando los SE de todos los 
fotorreceptores. La lectina fijada a esta matriz aumenta a las 48 hs de oscuridad constante. 
Calibración para todas las figuras, 15 µm.



Figura 4.6. Imágenes confocales de criosecciones de retinas obtenidas a las 13 hs, después de 1 hs 
de adaptación a la oscuridad. A y C, animales que recibieron una inyección de solución salina al 
comienzo de la adaptación a la oscuridad. B y D, animales que recibieron una inyección de mela-
tonina. A y B: La lectina PNA, que se une a las vainas individuales de los conos, está reducida 
después del tratamiento con melatonina. C y D: La lectina WGA, que se asocia a la matriz amorfa 
interfotorreceptora, se une en mayor medida después de la inyección de melatonina. Nótese que 
las diferencias entre estas retinas son similares a las que se muestran en la Figura 4.5. Calibración 
para todas las figuras, 25 μm.
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4.3 Discusión 

Las observaciones experimentales demuestran que la separación ex vivo de la retina 

neural durante la fase de iluminación de un ciclo normal de luz/oscuridad induce un 

daño de índole submicroscópico en las células del EPR, que puede ser detectado por la 

incorporación de IP. Estos descubrimientos podrían ser utilizados para obtener células 

EPR sin daño para desarrollar cultivos primarios. Por otro lado, los resultados arrojan 

nueva luz de conocimiento sobre las interacciones entre el EPR y la retina. 

4.3.1 EL EPR según los antecedentes lumínicos  

Los signos de daño en la membrana celular fueron detectados aun en aquellas 

preparaciones de EPR en las cuales la autofluorescencia y la inmunotinción contra ZO-1 

indicaban una buena preservación de la arquitectura epitelial. Por lo tanto, el método de 

exclusión de colorante permitió detectar un daño más profundo que la pérdida de 

continuidad epitelial o la persistencia de células EPR adheridas a la retina, los dos 

métodos más utilizados para evaluar la calidad del EPR desprendido (Endo et al., 1988; 

Nandrot et al., 2006). Cuando los especímenes que no excluían colorante fueron 

incubados in vitro, los signos necróticos aparecieron en apenas 3 hs. 

Durante las primeras 12 hs después de un desprendimiento in vivo se producen cambios 

en la morfología de los procesos apicales y la proliferación de las células del EPR 

(Anderson et al., 1981; Kroll and Machemer, 1968). Los estudios de apoptosis mediante 

TUNEL después de un desprendimiento experimental, solo han detectado muerte 

celular en los fotorreceptores (Lewis et al., 2002; Nour et al., 2003). Este tipo de 

análisis no detectaría células muertas por mecanismos no-apoptóticos: Por lo tanto, 

podemos sugerir que algunas alteraciones patológicas del EPR consecutivas a un 

desprendimiento regmatógeno podrían ser consecuencia de una injuria inicial de este 

epitelio. Dado que el comportamiento de las células epiteliales es modulado por las 

alteraciones en los contactos entre células, y entre las células y el sustrato (Lim et al., 

2004), la muerte durante el desprendimiento podría gatillar procesos de proliferación, 

migración y otras consecuencias de importancia clínica (Guerin et al., 1993; Lewis et 

al., 2002; Men et al., 2003). 
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Las lesiones de la membrana plasmática, como las detectadas mediante el ioduro de 

propidio, pueden corresponder a estados metaestable compatibles con la sobrevida o con 

la muerte por necrosis (Jaeschke and Lemasters, 2003). El curso de este estado 

metaestable puede ser el punto crucial en la evolución de un desprendimiento retinal. 

Las condiciones del medio extracelular cuando los desprendimientos se efectuaron por 

la noche después de 48 hs de adaptación a la oscuridad o después del tratamiento con 

melatonina podrían proteger al EPR de la injuria o influir sobre el resultado de estos 

estados metaestables.  

Esta relación multifactorial entre la adhesión retina neural-EPR y la “fragilidad” de la 

membrana plasmática del EPR con la historia de luz del animal y la hora del día, es de 

gran relevancia para comprender la fisiopatología de la retina externa.  

En general, 1 hs de adaptación a la oscuridad no impidió el deterioro de la membrana 

del EPR, en ninguno de los momentos del día evaluados. Recién se encontraron indicios 

de protección después de 24 hs de adaptación a la oscuridad y solamente para la primera 

parte de la fase nocturna. El punto óptimo, donde no se detecto daño de las células del 

EPR, ocurrió en la fase nocturna, después de 48 hs de adaptación a la oscuridad. Las 

diversas soluciones salinas ensayadas, Ringer, HBSS y CMF-HBSS, fueron igualmente 

efectivas para obtener una exclusión completa del colorante al comienzo de la fase de la 

noche después de 48 hs de adaptación a la oscuridad. El medio libre de calcio y 

magnesio proporcionó una protección adicional, ya que permitió obtener EPR sano al 

mediodía, después de 24 hs o 48 hs de adaptación a la oscuridad. 

El gran deterioro de la membrana observado a las 8 hs, una hora después del encendido 

de las luces podría estar relacionado con la renovación y fagocitosis de los discos de los 

bastones, que en los ratones es máximo 2 hs después del encendido de la luz (Nandrot et 

al., 2004). El inicio de la fase iluminada corresponde a un período de fuerte adhesión 

entre retina neural y EPR, que parece ser máxima 3.5 hs después del encendido de la luz 

(Nandrot et al., 2006). 
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4.3.2 La fase nocturna y la adaptación a la oscuridad 

son reproducidos por melatonina  

Una baja dosis de melatonina administrada durante la fase diurna logró reducir la 

incorporación de IP después del desprendimiento ex vivo, incluso a los mismos niveles 

obtenidos con los animales mantenidos en oscuridad constante por 48 hs y operados al 

comienzo de la fase nocturna. Este efecto protector también se observó in vivo, 

demostrando así que estas observaciones no dependían de condiciones propias de los 

experimentos ex vivo.  

La melatonina participa en el control de la renovación y fagocitosis de los discos de los 

fotorreceptores, probablemente a través de un oscilador circadiano acoplado a ciclos 

diarios de luz/oscuridad (Nguyen-Legros and Hicks, 2000; White and Fisher, 1989). El 

patrón temporal de daño del EPR desprendido podría reflejar un ritmo circadiano 

intrínseco, ya que las diferencias entre el número de células PI+ a las 13 y a las 20 hs 

persistieron por lo menos durante 7 días para los desprendimientos ex vivo en medios 

con calcio y magnesio. La inversión del momento de máxima incorporación de 

colorante que acompaña a la inversión del ciclo de luz/oscuridad también apoya la 

relación de este fenómeno con un reloj circadiano. 

Algunos efectos de la melatonina son mediado por sus receptores en las neuronas 

dopaminérgicas (Fukuhara et al., 2004; Witkovsky, 2004), y la estimulación de los 

receptores D2 mimetiza los efectos de la luz sobre numerosos fenómenos rítmicos de la 

retina (Cahill et al., 1991; Doi et al., 2006). Un antagonista selectivo del receptor D2 

reprodujo parcialmente las consecuencias de las condiciones horarias y de iluminación 

sobre el daño del EPR provocado por el desprendimiento. Estos hallazgos indican que la 

vía melatonina/dopamina interviene en las interacciones entre la retina neural y el EPR.  

La melatonina puede también actuar independientemente del oscilador circadiano, ya 

que tiene funciones antioxidantes y como secuestrador de radicales libres (Hardeland, 

2005) que protegen al EPR humano contra la isquemia (Osborne et al., 1998) y el estrés 

oxidativo (Liang et al., 2004), reducen la proliferación vitreoretinal experimental (Er et 

al., 2006), y disminuye el tamaño de los infartos cardiacos (Sahna et al., 2005). Este tipo 

de efectos suele obtenerse después de tratamientos prolongados (Liang et al., 2004), o 
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grandes dosis de 4 a 10 mg/kg (Er et al., 2006; Sahna et al., 2005). Por el contrario, el 

efecto de la melatonina sobre la viabilidad del EPR se produjo con dosis mucho más 

bajas (0.05 mg/kg). 

4.3.3 Modificaciones de la matriz interfotorreceptora 

inducidas por las condiciones de luz y melatonina 

La matriz interfotorreceptora de los conos y bastones fueron afectados por las 

condiciones de iluminación y por la inyección de melatonina. Los componentes de la 

vaina de los conos desempeñan un importante papel en la adhesión retina-EPR, ya que 

constituyen un puente molecular entre ambas estructuras (Hageman et al., 1995). La 

reducción de los sitios PNA+ de la vaina de los conos en todas las condiciones donde el 

desprendimiento fue menos dañino para el EPR confirman esta función. Las diferencias 

en las consecuencias del desprendimiento en HBSS o CMF-HBSS en horas del día, 

podrían reflejar el escaso número de vainas de conos que permanecen adheridas al EPR 

después de la irrigación con soluciones libres de calcio y magnesio (Fang et al., 2001). 

Mas importante aún, los efectos inmediatos de la melatonina sugieren que las 

propiedades de la interfase retina neural/EPR pueden ser rápidamente modificado por 

esta hormona. Numerosos genes dentro de la retina y del EPR de la rata son regulados 

por una simple inyección de melatonina (Wiechmann, 2002), pero su relación con la 

síntesis o degradación de la matriz interfotorreceptora aun no se conoce. 

Aunque los resultados obtenidos sólo aportan evidencia sobre el desprendimiento 

experimental murino, es importante especular su posible significado para la patología 

humana. Podría ser beneficioso contemplar las condiciones de iluminación, o el 

tratamiento con melatonina, cuando se requiere el desprendimiento quiúrgico 

programado de la retina. Por otro lado, la asociación entre retina/EPR y la vía 

melatonina/dopamina sugiere una relación con la corioretinopatía serosa central, un 

trastorno asociado con el estrés y agentes simpatomimético (Michael et al., 2003). 
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5. El sistema endotelinérgico en la 

proliferación vitreoretinal  

 

5.1 Introducción y objetivos específicos 

A pesar del importante progreso en los procedimientos quirúrgicos y los tratamientos 

coadyuvantes, todavía existe una incidencia significativa de proliferación vitreoretinal 

(PVR) consecutiva a la cirugía de los desprendimientos de retina (DRs) primarios o 

complicados (Charteris et al., 2002; Scott et al., 2003). Como describimos en la 

Introducción, la PVR consiste en el desarrollo de crecimientos celulares, o membranas, 

sobre las superficies de la retina. El desarrollo de estas membranas se asocia a una 

compleja remodelación glial (Canto Soler et al., 2002; Fisher et al., 2005; Lewis and 

Fisher, 2000; Sethi et al., 2005). Las células de Müller presentan aumento de sus 

filamentos intermedios, la proteína glial fibrilar ácida (GFAP), y la vimentina. En los 

DRs experimentales también hay proliferación de los astrocitos (Fisher et al., 1991), que 

han sido identificados en membranas PVR humanas (Messmer et al., 1998; Mietz et al., 

1994; Schwartz et al., 1988; Yamashita et al., 1986). Los astrocitos de la retina 

normalmente expresan y acumulan endotelina-1 (ET-1) (Prasanna et al., 2005; Ripodas 

et al., 2001; Torbidoni et al., 2005), un péptido involucrado en la activación glial 

(Schinelli, 2006) y el desarrollo de diversas condiciones fibróticas (Clozel and Salloukh, 

2005). Por otra parte, los niveles de ET-1 están aumentados en el humor vítreo y las 

membranas epiretinales humanas (Roldan-Pallares et al., 2005). Por lo tanto, los 

astrocitos y la ET-1 podrían desempeñar un papel central en la patogenia de la PVR. 

El ligando ET-1 se encuentra en los astrocitos, el EPR, la capa plexiforme externa 

(CPE) y la capa plexiforme interna (CPI). La inmunorreactividad sugiere que los 

astrocitos serían las células con mayor concentración de ET-1 en la retina (Torbidoni et 

al., 2005). Aunque su localización celular no ha sido bien establecida, la retina también 

expresa ARNms de ET-2 y ET-3 (Rattner and Nathans, 2005; Zhu et al., 2005).  



 

90 

 

En nuestro laboratorio hemos demostrado previamente que ambos receptores 

endotelinérgicos están presentes en la retina del ratón BALB-c. Los receptores ETR-A 

se detectan en el EPR y en la CPE. También, se los encuentra en las células de la CCG y 

en el endotelio vascular. El receptor ETR-B se localiza principalmente en los astrocitos, 

y en menor medida en las neuronas horizontales (Torbidoni et al., 2005). 

ET-1 controla la proliferación astrocitaria (MacCumber et al., 1990) probablemente a 

través de la estimulación de ETR-B (Kasuya et al., 1994; Prasanna et al., 2002; 

Schinelli et al., 2001), de manera similar podría actuar en las células de Müller.  

Las endotelinas también se asocian a los cambios fenotípicos envueltos en la 

diferenciación de las células tipo fibroblasto y miofibroblastos que conforman el 

corazón de las membranas de PVR. ET-1 promueve la síntesis de colágeno I y III en los 

fibroblastos normales (Shi-Wen et al., 2001). También induce el fenotipo fibrogénico 

característico de las lesiones de esclerosis sistémicas y fibrosis pulmonar a través de un 

mecanismo dependiente de ambos receptores endotelinérgicos (Shi-Wen et al., 2001) e 

interviene en la diferenciación de los miofibroblastos, que pueden ser caracterizados por 

la presencia de actina de músculo liso (SMA), así como en su contracción y migración 

(Chi et al., 2003; Shi-Wen et al., 2004). Por otra parte, ET-1 es necesaria para la 

transición epitelio-mesenquimática de las células cancerosas (Rosano et al., 2005).  

Para investigar la participación de las vías endotelinérgicas en la patogenia de la PVR, 

estudiamos la inmunoreactividad de ET-1 y ETR-B en membranas humanas y en 

ratones con PVR experimental. Luego evaluamos los efectos de tezosentan, un 

antagonista de los receptores endotelinérgicos, sobre el desarrollo de lesiones del tipo 

PVR en ratón. 

El modelo experimental de PVR que utilizamos fue desarrollado en nuestro laboratorio. 

Se utilizan ratones C57BL/6 inyectados en el vítreo con dispasa (0.2 U/µl), que 

determina un desarrollo gradual de lesiones de tipo PVR. Los plegamientos retinales se 

detectan durante la primera y segunda semana después de la inyección, mientras que las 

membranas epiretinales aparecen durante la segunda semana en el 60 % de los ojos 

inyectados (Canto Soler et al., 2002). 



 

91 

 

Los objetivos específicos del presente capítulo fueron: 

a. Evaluar la inmunoreactividad de las moléculas endotelinérgicas, ET-1 y ETR-B, 

durante la evolución de la PVR experimental inducida por dispasa en ratón. 

b. Detección de ET-1 y ETR-B en muestras de retinas y membranas de PVR humanas. 

c. Estudiar el efecto de tezosentan, un bloqueante de los receptores endotelinérgicos, 

sobre el desarrollo de las lesiones de PVR experimental.  
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5.2 Resultados 

5.2.1 Curso de la PVR experimental 

5.2.1.1 Pliegues y membranas 

Evaluamos la distribución de la inmunoreactividad para ET-1 y GFAP a los 7, 14 o 21 

días después de la inyección intravítrea de dispasa (n = 10 para cada punto 

experimental). Los ratones controles C57BL/6 mostraron el patrón de 

inmunoreactividad para ET-1, ETR-B y GFAP previamente descripto en los ratones de 

la cepa BALB/c (Torbidoni et al., 2005). Se encontró intensa inmunorreactividad para 

ET-1 y GFAP en los astrocitos, pero no en las células de Müller (Figura 5.1, A y B). 

Las prolongaciones astrocitarias aumentaron después de la inyección de dispasa. 

También aparecieron prolongaciones de curso irregular ET-1+ y GFAP+ en el interior 

de la retina (Figura 5.1, C y D). El curso irregular, sumado a la ausencia de los 

marcadores típicos de células de Müller, CRALBP y GS, sugiere que podrían ser 

prolongaciones astrocitarias aberrantes. Las típicas fibras radiales de la glia de Müller 

mostraban inmunorreactividad GFAP, pero carecían de marca ET-1. 

Los pliegues retinales aparecieron antes que los DRs o las membranas. Se encontraron 

pliegues internos, que solo afectaban las capas más externas de la retina, donde los 

astrocitos estaban intensamente inmunoteñidos para ET-1 y GFAP (Figura 5.1, E y F). 

Los pliegues externos correspondían a invaginaciones de las capas externas de la retina 

con pequeños desprendimientos restringidos a la base del pliegue (Figura 5.1, G y H). 

Las membranas epirretinales aparecieron después de una o más semanas después de la 

inyección de dispasa. Usualmente se encontraban adheridas a regiones donde la 

membrana limitante interna (MLI) había desaparecido e incluían células con marca para 

ET-1 y GFAP (Figuras 5.1, E y F; 5.2, A y B). También se detectó inmunorreactividad 

ET-1 en las membranas subretinales. Estas membranas tempranas parecían ser de 

composición exclusivamente glial. Las membranas fibrosas se formaron en estadios más 

avanzados y contenían células inmunoreactivas para SMA que frecuentemente 



Figura 5.1. Secciones consecutivas de retina inmunoteñidas para ET-1 (izquierda) y GFAP 
(derecha), con la superficie vítrea hacia arriba. A y B: En la retina normal, ET-1 aparece en astro-
citos a lo largo de la superficie vítrea. GFAP muestra los mismos cuerpos y prolongaciones 
celulares. C y D: Estas y las siguientes imágenes corresponden a ojos inyectados con dispasa (0.2 
U/μl). Una semana después, cuerpos y prolongaciones astrocitarias con ET-1+ cubren completa-
mente la superficie vítrea. Algunas prolongaciones se internan en la retina, ya sea en forma radial 
o no-radial (flechas blancas). GFAP muestra cuerpos y prolongaciones a lo largo de la superficie 
vítrea (punta de flecha). Casi todas las prolongaciones son radiales y pertenecen a células de 
Müller. Unos pocos siguen un curso no-radial (flecha blanca). E y F: Pliegues internos con 
pequeñas membranas adheridas (flecha). ET-1 y GFAP aparecen en el borde vítreo de los 
pliegues, alrededor de los vasos (v), prolongaciones intrarretinales y la membrana muestran. Las 
prolongaciones GFAP+ son mucho más abundantes que las ET-1+. G y H: Pliegue externo (p) 
con una membrana adherida a su superficie vítrea (flecha) intensamente inmunoteñida por ET-1 
y GFAP. Se observan prolongaciones ET-1+ con orientación radial o paralela (asterisco). Las 
prolongaciones GFAP+ son predominantemente radiales y generalmente llegan hasta la capa 
nuclear externa (ONL). Calibración, A-E, G, H, 50 μm; F, 25 μm.



Figura 5.2. Inmunofluorescencia de ET-1 en membranas epi- y subretinales presentes en un ojo 
inyectado con dispasa (0.2 U/µl) dos semanas antes. A: Inmunofluorescencia ET-1 en la interfase 
entre la superficie vítrea y una membrana epirretinal (m). Se observa desorganización de la MLI, 
con gruesas prolongaciones endotelinérgicas paralelas a la superficie y otras más delgadas que se 
internan en la retina. B: A mayor magnificación, en la interfase se observa una célula ET-1+ cuya 
morfología recuerda la de un astrocito. La membrana contiene numerosas prolongaciones endo-
telinérgicas. r, retina. C: Imágenes confocales de una membrana subretinal (sm) adherida a la 
coroides (c), que muestra abundantes células con inmunofluorescencia ET-1 (verde) y SMA 
(rojo). La superposición demuestra la colocalización de ambos marcadores en células prolonga-
das, probablemente miofibroblastos. e, esclera. Calibración, A y B, 50 µm; C, 100 µm.
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colocalizaban con ET-1 (Figura 5.2, C). Las membranas fibrosas también contenían 

células GFAP+, pero éstas rara vez mostraron colocalización con ET-1.  

5.2.1.2 Inmunoreactividad de ETR-B  

En las retinas controles solo se encontró inmunorreactividad ETR-B en los astrocitos. 

Después de la inyección de dispasa, estos mostraron un gran aumento de la 

inmunoreactividad ETR-B. El aumento fue más notable en aquellos astrocitos ubicados 

sobre los pliegues internos (Figura 5.3, A). La inmunoreactividad GFAP se distribuyó 

más extensamente, sugiriendo una relación tanto con astrocitos como células de Müller. 

La prolongaciones celulares que formaban las membranas epiretinales (Figura 5.3) 

también mostraban inmunotinción de ETR-B. Algunas también eran GFAP+. 

Las membranas fibrosas contenían células con inmunofluorescencia ETR-B, pero no 

pudimos observar colocalización con inmunoreactividad SMA.  

5.2.2 Muestras Humanas 

5.2.2.1 Retina 

Unas pocas muestras (n = 4) contenían pequeños parches de tejido retinal. Estos 

fragmentos siempre mostraron desorganización histoarquitectónica. La naturaleza 

retinal del tejido fue comprobada mediante inmunorreactividad para opsina que reflejó 

la presencia de fotorreceptores. La inmunorreactividad ET-1 aparecía en una capa de 

células ubicadas a lo largo de la superficie vítrea, o en áreas más extensas generalmente 

asociadas a zonas de mayor desorganización (Figura 5.4). Los fragmentos también 

mostraron inmunoreactividad GFAP en las mismas regiones, a veces colocalizada con 

la inmunorreactividad ET-1. Al igual que en la PVR experimental, el patrón regular de 

GFAP a lo largo de la MLI desapareció en los sitios asociados a membranas. Estas 

mostraron inmunoreactividad tanto para ET-1 como para GFAP (Figura 5.4, C). 

5.2.2.2 Membranas 

Las regiones no fibrosas de las membranas epi- y subretinales contenían muchas células 

ET-1+ y GFAP+, pero unas pocas células SMA+. Por el contrario, las regiones fibrosas 

contenían numerosas células ET-1+ y SMA+. Estas inmunorreactividades 



Figura 5.3. Imágenes confocales de membranas epirretinales dos semanas después de la inyec-
ción de dispasa (0.2 U/µl), inmunomarcadas con ETR-B y GFAP. A: En la interfase de la mem-
brana (m) y retina (r) aparecen cuerpos y prolongaciones celulares ETR-B+ (punta de flecha 
blanca). La membrana también muestra estructuras ETR-B+. v, vítreo. El anticuerpo GFAP 
marca las mismas estructuras de la interfase, mientras que en la membrana se observa segrega-
ción de las inmunofluorescencias ETR-B y GFAP. B: En otra membrana epirretinal se observan 
unas pocas células ETR-B+ y un número mayor de células GFAP+. La superposición muestra 
colocalización entre las células ETR-B y GFAP; mientras que la mayor parte de las GFAP+ no 
poseen ETR-B. La punta de flecha azul señala un núcleo ETR-B+. Calibración, A y B, 25 µm.



Figura 5.4. Inmunoreactividad ET-1 en muestras humanas. A y B, secciones a través de un 
fragmento de retina incluido en una membrana epirretinal humana. ET-1 y GFAP fueron detecta-
dos mediante procesamiento inmunoenzimático y observados con microscopía de Nomarski. A: 
Aunque la histoarquitectura retinal está desorganizada, se encuentra inmunoreactividad ET-1 a lo 
largo de la superficie vítrea. El asterisco indica una membrana epiretinal con intensa inmuno-
rreactividad ET-1. B: Otra sección del mismo fragmento (no consecutiva) muestra extensa inmu-
norreactividad GFAP en casi todo el espesor de la retina. Además se observan células GFAP+ en 
una membrana epirretinal (asterisco) que aparentemente emerge de la superficie retinal. Otra 
membrana adyacente (dos astericos) no presenta inmunorreactividad. C: Imágenes confocales a 
nivel de un pliegue de un fragmento de retina humana. Se observa un crecimiento epirretinal 
(asterisco) con intensa inmunofluorescencia ET-1. También aparecen células ET-1+ que cursan 
radialmente (cabezas de flecha) o paralelas a la superficie vítrea (v). Las estructuras GFAP+ se 
encuentran en las mismas localizaciones pero son más numerosas. D: Membrana epiretinal fibro-
sa que muestra células alargadas dispuestas en forma paralela. Las células presentan inmunofluo-
rescencia para ET-1 y SMA. La superposición demuestra la colocalización de dichos marcadores 
en las mismas células. Calibración, A, B y D, 50 μm; C, 25 μm.
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frecuentemente colocalizaban en células que pudieron ser identificadas como 

miofibroblastos endotelinérgicos (Figura 5.4, D). No detectamos colocalización de ET-1 

y GFAP en membranas fibrosas. Tampoco encontramos ejemplos de colocalización de 

ET-1 con CRALBP o GS. 

Las membranas PVR humanas también contenían numerosas células con 

inmunoreactividad ETR-B. Generalmente mostraban un fenotipo alargado y se 

disponían en capas regulares (Figura 5.5). Estas membranas contenían miofibroblastos 

con inmunoreactividad SMA, con o sin inmunoreactividad ETR-B (Figura 5.5, C-E). 

Las membranas fibrosas rara vez contenían células ETR-B+ y GFAP+ (Figura 5.5, F). 

No detectamos diferencias significativas entre las membranas epi- y subretinales. 

5.2.3 Bloqueo de los receptores endotelinérgicos  

Cuando ensayamos inyecciones intravítreas con mayor concentración de dispasa (0.3 

U/µl) en ratones de 8 semanas de edad (o menos) observamos que esta dosis inducía el 

crecimiento de membranas en todos los ojos después de una semana de la inyección. 

Por lo tanto, usamos este procedimiento para evaluar el efecto del bloqueo de los 

receptores endotelinérgicos sobre el curso de la PVR experimental. Los animales 

recibieron la inyección intravítrea de dispasa y, una vez recuperados de la anestesia, 

fueron separados al azar en dos grupos (n = 6 por grupo). Un grupo recibió una 

inyección diaria de tezosentan (10 mg/kg, vía subcutánea, Actelion Pharmaceuticals, 

Zurich, Switzerland) y el otro recibió una inyección igual de solución salina. Al cabo de 

una semana, los ojos fueron fijados y seccionados de manera seriada. Una de cada tres 

secciones (24 a 26 secciones por ojo) fue procesada inmunoenzimáticamente para la 

detección de GFAP.  

Para cuantificar la severidad de las lesiones inducidas por dispasa, un observador ciego 

determinó en cada sección la presencia o ausencia de pliegues retinales, membranas epi 

y subretinales. Se aplicó un sistema de puntaje donde: la presencia de pliegues sumaba 1 

punto, presencia de membrana epiretinal, 1 punto (o 2 puntos sí la membrana era más 

grande que la mitad de la retina) y la presencia de membrana subretinal, 1 punto. Los 

puntos totales para cada tipo de lesión en cada ojo fueron divididos por el número de 



Figura 5.5. ETR-B en membranas epirretinales humanas. A: En una membrana fibrosa, el proce-
dimiento inmunoenzimático muestra células ETR-B+ dispuestas en capas paralelas. B: A mayor 
magnificación, se observan las células ETR-B+ ubicadas paralelamente a la superficie de la mem-
brana. La membrana contiene abundantes gránulos pigmentados. C: Triple inmunofluorescencia 
confocal para ETR-B, GFAP y SMA. ETR-B y GFAP aparecen en dos capas celulares diferentes. 
SMA se encuentra en las dos capas, pero la superposición demuestra que sólo colocaliza con 
ETR-B. D: En otra membrana se observan células elongadas con inmunofluorescencia ETR-B y 
SMA. La superposición de imágenes muestra que son células vecinas pero diferentes. E: En una 
tercera membrana aparecen numerosas células con inmunofluorescencia ETR-B y SMA. La 
superposición muestra un grupo de células amarillas, que demuestra la colocalización de ambos 
marcadores. Otro grupo de células presenta solamente inmunofluorescencia SMA. F: En esta 
membrana aparece una célula con inmunofluorescencia para ETR-B y GFAP. Las imágenes 
superpuestas demuestran su colocalización. Calibración, A, C-E, 25 µm; B y F, 15 µm.
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secciones cuantificadas. El puntaje promedio refleja la presencia y extensión de las 

lesiones de cada ojo. Las comparaciones estadísticas fueron hechas con un estudio de la 

varianza de dos vías, con un post test de Bonferroni (GraphPad Prism version 4.00 para 

Windows; GraphPad Software, San Diego, CA). 

Todos los animales que recibieron solución salina mostraron grandes desprendimientos, 

acompañados de pliegues retinales internos y externos, y membranas epi- y subretinales. 

En cambio, los animales que recibieron tezosentan mostraron mínimos pliegues 

retinales y escaso crecimiento de membranas (Figura 5.6). Asimismo, los animales 

tratados con tezosentan presentaban menor inmunorreactividad GFAP. 

El análisis cuantitativo de estas características (Tabla 5.1) indicó que el tratamiento con 

tezosentan reducía significativamente la cantidad de pliegues (P < 0.01) y membranas 

epiretinales (P < 0.01). Sin embargo, la disminución de membranas subretinales no 

resultó estadísticamente significativa. Notoriamente, las membranas subretinales no 

contenían inmunoreactividad de ETR-B, mientras que las células ETR-B+ eran 

frecuentemente encontradas en las membranas epiretinales y la retina adyacente a las 

mismas (Figura 5.7).  

La inmunorreactividad GFAP en los tratados con tezosentan y sus controles sugieron 

una reducción en la gliosis retinal, aunque la inmunorreactividad GFAP permaneció 

elevada en las regiones con DR o membranas subretinales. Para verificar esta diferencia 

se prepararon otros grupos de animales, semejantes a los descriptos anteriormente, 

cuyas retinas fueron homogeneizadas para determinar GFAP por Western blot (n = 6 

por grupo). La densitometría de las bandas mostró una tendencia a la disminución de los 

niveles de GFAP en los ratones tratados con tezosentan, pero las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. 

 

Tabla 5.1. Lesiones PVR en ratones controles o tratados con Tezosentan 

Lesiones Salina Tezosentan 



Figura 5.6. Microfotografías de criosecciones de retinas murinas lesionadas con dispasa (0.3 U/μ
l) que recibieron salina o tezosentan durante una semana. Los cortes fueron inmunomarcados con 
GFAP. A: La retina de un animal control (izquierda) muestra severos plegamientos y membranas 
epiretinales (flechas). Grandes áreas de la retina interna muestran una fuerte inmunorreactividad 
GFAP. Después del tratamiento con tezosentan (derecha), la retina no presenta pliegues. Solo se 
detecta inmunorreactividad GFAP en el borde vítreo y en una pequeña zona de la retina interna. 
B: A mayor aumento, se muestra una retina control que presenta pliegues en la región externa (p) 
y una membrana epiretinal. La inmunorreactividad GFAP forma una gruesa capa a lo largo de la 
superficie vítrea y se extiende hacia la retina externa. La punta de flecha muestra crecimientos 
vítreos GFAP+. C: En un animal tratado con tezosentan, la retina aparece bien adherida al EPR y 
muestra una buena preservación de las capas retinales. Solo se encuentran estructuras GFAP+ 
sobre la superficie vítrea. Calibración, A, 200 μm; B y C, 60 μm.



Figura 5.7. Inmunoreactividad ETR-B en membranas epi- y subretinales de ratón desarrolladas 
una semana después de inyección intravítrea de dispasa (0.3 U/μl). A: La membrana epiretinal 
(m) está adherida a la superficie retinal y exhibe un gran número de células ETR-B+. v, espacio 
vítreo; r, retina. B: Esta membrana subretinal (m), alojada entre la retina (r) y la coroides (c), no 
muestra inmunorreactividad ETR-B. Calibración, A, 50 μm; B, 100 μm.
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Pliegues retinales  0.73 ± 0.13 0.14 ± 0.07 

Membranas epiretinales  0.78 ± 0.22 0.10 ± 0.07 

Membranas subretinales  0.62 ± 0.13 0.41 ± 0.14 

 

Para evaluar el efecto del tezosentan sobre la gliosis, medimos GFAP en retinas 

desprendidas por medio de inyección subretinal de ácido hialurónico. La retina 

desprendida, curiosamente, expresó niveles de GFAP muy superiores a los observados 

después de la dispasa. Después del tratamiento con tezosentan durante una semana, las 

retinas expresaron aproximadamente el 50% del GFAP medido en las retinas controles 

(Figura 5.8).  

5.2.4 ET-1 y ETR-B en la PVR y DR tempranos 

Para evaluar la importancia de la activación endotelinérgica en la transformación glial 

que precede el desarrollo de membranas epi- y subretinales, estudiamos etapas más 

tempranas de la PVR experimental. La RT-PCR clásica demostró que los ARNm de 

prepro-ET-1 y ETR-B estaban significativamente aumentados 3 días después de la 

inyección de dispasa (Figura 5.9), antes de la formación de las membranas. También, 

encontramos aumento de estos ARNms después de DR experimental, que en los ratones 

es seguido por readhesión espontánea, sin formación de membranas. 

La histología mostró que los pliegues retinales estaban presentes apenas 3 días después 

de la inyección de dispasa, y que los astrocitos de las zonas afectadas mostraban un 

fuerte incremento de inmunoreactividad ET-1 y ETR-B. Las prolongaciones de los 

astrocitos muchas veces se extendían hacia la cavidad vítrea, sugiriendo una temprana 

disrupción de la MLI (Figura 5.10, A y B, E y F).  

No se observaron pliegues después del DR. Pero en la zona desprendida, los astrocitos 

eran más numerosos y mostraban mayor inmunorreactividad ET-1 que en las retinas 

controles (Figura 5.10, C y D). Llamativamente, la inmunoreactividad ETR-B aumentó 



Figura 5.8. Inmunoblots que muestran la expresión de GFAP en retinas con distintos tratamien-
tos. A: Se compara la expresión de GFAP en animales con y sin inyección de dispasa (0.3 U/μl), 
que recibieron salina o tezosentan durante una semana (n = 4 para cada grupo). La densitometría 
muestra que el aumento de GFAP provocado por la lesión es significativo (P < 0.01). Después 
del tratamiento con tezosentan no se detectan modificaciones de GFAP en los animales sin PVR 
experimental, pero el aumento provocado por la dispasa es significativamente menor. Las 
diferencias fueron evaluadas por ANOVA. Las bandas corresponden a muestras de ojos con PVR 
experimental que recibieron salina o tezosentan. No se aprecian diferencias entre las bandas. B: 
Después del desprendimiento de retina (DR) se produce un gran incremento en la proteína de 
GFAP, que es significativamente reducido por el tratamiento con tezosentan. Prueba de t para 
muestras pareadas (n = 8 pares, P < 0.0004). Las bandas corresponden a muestras de ojos que 
sufrieron un DR y tratados una semana con salina o tezosentan. Obsérvese la gran reducción de 
proteína GFAP después del tratamiento con tezosentan.



Figura 5.9. Niveles de los ARNms de prepro-ET-1, ETR-B y GAPDH en animales sometidos a 
DR o PVR experimentales. Los extractos, preparados 3 días después de los procedimientos, mues-
tran aumento de los amplicones prepro-ET-1 y ETR-B, que parece mayor en los animales someti-
dos a DR que en aquellos inyectados con dispasa. La intensidad de los amplicones de GAPDH no 
cambia significativamente.



Figura 5.10. Reacción inmunoenzimática para ET-1 (izquierda) y ETR-B (derecha). A: Vista a 
alto aumento de una retina normal, con escasas prolongaciones astrocitarias ET-1+. B: El número 
de astrocitos ET-1+ aumenta después de la inyección de dispasa (0.3 U/μl, 3 días). La MLI 
desaparece y las prolongaciones astrocitarias invaden el espacio vítreo. El detalle ilustra el gran 
tamaño de estos astrocitos. C: Después de DR, la inmunorreactividad ET-1 está moderadamente 
incrementada. Solo aparece en astrocitos, que no invaden el espacio vítreo. D: Detalle de C a 
mayor magnificación. E: Retina normal, que muestra la débil inmunorreactividad ETR-B en 
prolongaciones astrocitarias. F: Después de dispasa, aparecen numerosos astrocitos ETR-B+ en 
la superficie vítrea de la retina. Sus prolongaciones invaden el espacio vítreo en zonas donde ha 
desaparecido la MLI. El detalle muestra el crecimiento vítreo de estas prolongaciones. G: Imagen 
correspondiente a una retina desprendida que muestra la preservación de la MLI. Hay intensa 
inmunorreactividad ETR-B en los astrocitos perivasculares. H: En otra retina desprendida se 
encuentra inmunorreactividad ETR-B en astrocitos y células de Müller. Estas preparaciones 
también muestran inmunoreactividad ETR-B en los núcleos celulares. Calibración, A, detalle en 
B, D, E y detalle en F, 15 μm; B, F-H, 25 μm; C, 50 μm.
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no solo en los astrocitos sino también en algunas células de Müller (Figura 5.10, G y H). 

En las retinas con DR no encontramos signos de alteración de la MLI. 
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5.3 Discusión 

Nuestros hallazgos en la PVR humana y experimental demostraron la presencia de 

células que expresan ET-1 y ETR-B en este tipo de lesión. La participación de las vías 

endotelinérgicas en el desarrollo de la PVR resultó apoyada por experimentos donde 

logramos prevenir los plegamientos de la retina y el crecimiento de membranas 

epiretinales en ratones tratados con tezosentan, un antagonista dual de los receptores 

endotelinérgicos. 

5.3.1 Moléculas endotelinérgicas y PVR 

Entre las células normales de los ratones BALB/c, los astrocitos presentan la mayor 

inmunoreactivadad de ET-1 (Torbidoni et al., 2005). Estas observaciones han sido ahora 

confirmadas en los ratones C57BL/6. La inmunoreactividad de ET-1 en los astrocitos y 

en sus prolongaciones celulares aumenta después de las lesiones tipo PVR inducida por 

una única inyección intravítrea de 0.2 o 0.3 U/l de dispasa. También aumenta después 

de DR producido por inyección subretinal de ácido hialurónico. En las lesiones de PVR 

experimental, los astrocitos mostraron un alto y anormal número de prolongaciones 

celulares, que se extendían hacia la cavidad vítrea en zonas de MLI alterada. Es posible 

que la pérdida focal de la MLI constituya un paso crítico para la migración de los 

astrocitos. Cabe destacar que la migración focal de los astrocitos fue identificada en las 

primeras descripciones de la proliferación perirretinal masiva (Laqua and Machemer, 

1975).  

Tres días después de la inyección intravítrea de la dispasa, los astrocitos mostraron un 

gran incremento en la inmunoreactividad de ET-1 y ETR-B, que fue acompañada por un 

aumento en los ARNm de prepro-ET-1 y ETR-B en la retina. El incremento simultáneo 

de ET-1 y ETR-B sugiere que los astrocitos podrían activarse por un mecanismo 

autócrino. El bloqueo de esta vía de señalización impediría la extensión de las 

prolongaciones celulares astrocitarias y en consecuencia también impediría el 

plegamiento retinal y el crecimiento de las membranas epiretinales. Esta hipótesis es 

coherente con la persistencia de las membranas subretinales, que no expresan ETR-B, 

en los animales tratados con tezosentan. Es necesario realizar nuevos estudios con 
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antagonistas selectivos para comprender el rol de cada receptor endotelinérgico en la 

PVR. Aunque nosotros no hemos observado ETR-A en la glia de la retina (Torbidoni et 

al., 2005; Torbidoni et al., 2006), los astrocitos de cerebro en cultivo podrían expresar 

ambos receptores (Schinelli et al., 2001). Por otra parte, algunos efectos 

endotelinérgicos sobre los astrocitos y fibroblastos requieren la participación simultánea 

de ambos receptores (Blomstrand et al., 2004; Shi-Wen et al., 2006).   

5.3.2 Modelo explicativo de la participación 

endotelinérgica en el plegamiento retinal y el 

crecimiento de las membranas 

La mayor parte de los astrocitos del cerebro no expresan ET-1 en condiciones normales, 

aunque suelen encontrarse astrocitos con inmunoreactividad ET-1 en regiones 

mecánicamente deformadas del cerebro. La producción de ET-1 en los cultivos de 

astrocitos aumenta cuando son sometidos a fuerzas de estiramiento (Ostrow et al., 2000; 

Ostrow and Sachs, 2005). Por el contrario, los astrocitos retinales siempre muestran 

inmunoreactividad contra ET-1, aun en ausencia de injuria. Dado que los astrocitos 

retinales se ubican en la unión entre la retina y el vítreo, la elevada expresión de ET-1 

podría reflejar las fuerzas de tensión que actúan sobre esta superficie cóncava. 

Cualquier disrupción de la MLI, como la que ocurre después de la inyección de dispasa, 

podría aumentar la tensión sobre los astrocitos e incrementar la síntesis de ET-1. Esto 

potenciaría la producción y secreción de más ET-1, como se describió en otros sistemas 

(Ehrenreich et al., 1991). Aunque la disrupción de la MLI no necesariamente dependería 

de la activación endotelinérgica, la inhibición de estas vías podría prevenir la formación 

de membranas vítreas, aun en presencia de una MLI alterada. 

ET-1 controla la proliferación astrocitaria, probablemente vía ETR-B (MacCumber et 

al., 1990; Prasanna et al., 2002; Schinelli et al., 2001). Además, dichos receptores 

también podrían mediar un efecto mitogénico similar sobre las células de Müller. Por lo 

tanto, la progresiva gliosis en la PVR podría ser automantenida por la continua 

secreción de ET-1 iniciada en los astrocitos. El bloqueo de los receptores 

endotelinérgicos por tezosentan podría inhibir este mecanismo autócrino como también 
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los efectos mitogénicos e hipertróficos de ET-1. La disminución en la expresión de 

GFAP podría también ayudar a quebrar este circuito patogénica, ya que la ausencia de 

GFAP limita la hipertrofia glial y la hiperexpresión de ETR-B (Nakazawa et al., 2007; 

Wilhelmsson et al., 2004). 

El plegamiento de la retina es un evento temprano en la PVR experimental (Canto Soler 

et al., 2002), lo que implica que los cambios en la forma celular ocurren antes que las 

membranas crezcan. El tratamiento con tezosentan disminuyó significativamente los 

pliegues retinales internos y externos, aun en presencia de grandes DR. Este fenómeno 

puede ser atribuido a la regulación del citoesqueleto inducida por ET-1, ya que los 

astrocitos expuestos a este péptido incrementan los niveles de proteínas asociadas a los 

microtúbulos y actina (Egnaczyk et al., 2003). 

5.3.3 Fenotipos endotelinérgicos en las membranas 

epi- y subretinales 

Las membranas epi- y subretinales contenían células inmunoreactivas a ET-1. Algunas 

de estas células también mostraron inmunoreactividad para GFAP y usualmente se 

ubicaban en las membranas vítreas tempranas o en la unión entre la membrana 

epiretinal y la retina. Por el contrario, en las regiones fibrosas, las células ET-1+ a 

menudo colocalizaban con SMA. La transformación de los astrocitos en miofibroblastos 

es muy probable. SMA ha sido previamente detectada en los astrocitos (Lecain et al., 

1991), mientras que la transformación de células de Müller en miofibroblastos es 

acompañada por pérdida de la expresión de GFAP (Guidry, 1996). Los miofibroblastos 

pueden también provenir de otros tipos celulares implicados en el desarrollo de la PVR, 

como los macrófagos y el EPR (Gamulescu et al., 2006; Vyalov et al., 1993), que 

también pueden expresar ET-1 (Narayan et al., 2004). 

Las membranas de PVR también incluían células ETR-B+. En las membranas humanas, 

una fracción de estas células correspondían a una subpoblación de miofibroblastos. En 

los ratones, la colocalización de ETR-B con GFAP o SMA fue raramente encontrada. 

Por lo tanto, consideramos que se requieren nuevos estudios para identificar la identidad 

fenotípica de las células ETR-B+ presentes en las membranas. Esto puede ser de gran 
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importancia terapéutica, porque apoyaría el uso de los bloqueantes endotelinérgicos en 

la prevención de la fibrosis y RD traccionales. La importancia de los receptores ETR-B 

en el crecimiento de las membranas está a su vez reflejado por la persistencia de las 

membranas subretinales, en las cuales no pudimos detectar la expresión de ETR-B, 

después del tratamiento con tezosentan. Las diferencias entre las membranas epi y 

subretinales son bien conocidas (Fisher et al., 2005). En el modelo murino de dispasa, 

solo las membranas subretinales contienen células EPR (Canto Soler et al., 2002). Sin 

embargo, las membranas subretinales humanas contienen células ETR-B+.  

En resumen, nuestros hallazgos apoyan la participación de los receptores 

endotelinérgicos en el desarrollo de las lesiones típicas de la PVR, activación glial, 

plegamiento de la retina y crecimiento de membranas. Se requieren mayores estudios 

para comprender la importancia de los distintos circuitos autócrinos y parácrinos, así 

como la contribución de las distintas isoformas de endotelina a la fisiopatología de la 

PVR. 
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6. Sistema endotelinérgico y uveítis 

 

6.1 Introducción y objetivos específicos 

La uveítis inducida por endotoxina (UIE) es un modelo animal de inflamación ocular 

aguda inducido por la administración de lipopolisacárido (LPS), un componente de la 

envoltura externa de las bacterias Gram negativas. Con frecuencia, las lesiones 

inflamatorias de la uveítis resultan en vasculitis, desprendimiento de la retina o 

glaucoma que conducen a pérdidas severas de la visión e incluso ceguera. Por lo tanto, 

es de gran interés médico dilucidar los mecanismos que intervienen en su patogenia. 

LPS aumenta la expresión de diversos mediadores inflamatorios, como la IL-6, TNF-α, 

prostaglandina E2, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP)-1 y óxido nítrico 

(NO). Todos los cuales contribuyen al desarrollo de la UIE, es decir, a la rotura de la 

barrera hemato-ocular y a la infiltración leucocitaria (Hoekzema et al., 1992).  

En la rata con sepsis y endotoxemia los niveles circulantes de ET-1 se encuentran 

sumamente elevados (Zaedi et al., 2006). Diversos estudios muestran que los 

bloqueantes de receptores endotelinérgicos reducen los efectos endotóxicos (Albertini et 

al., 2003; Andersson et al., 2008). Se ha demostrado que en la inflamación intestinal, 

ET-1 induce rodamiento y adhesión de leucocitos en el endotelio venular (Boros et al., 

1998). Un mecanismo semejante podría aumentar las posibilidades de ingreso de 

leucocitos circulantes a la retina. Los receptores endotelinérgicos del endotelio vascular 

cerebral y los astrocitos que lo rodean podrían ser, por lo menos parcialmente, 

responsables del pasaje de leucocitos hacia la retina, que requiere la activación de 

proteínas G heterotriméricas (Adamson et al., 2002).  

La administración de ET-1 aumenta la permeabilidad de la barrera hemato-cerebral en 

ratas (Miller et al., 1996). Unos de sus efectos es la reducción del transporte mediado 

por P-glucoproteína (Bauer et al., 2007; Hartz et al., 2004). La infección con HIV-1, 

que altera la barrera hemato-encefálica, aumenta la expresión del ARNm de ET-1 y la 

secreción del péptido en el endotelio y los astrocitos (Didier et al., 2002). Asimismo, la 
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presencia de ET-1 en el EPR ha sido asociada con la estabilidad de la barrera hemato-

retinal externa (Narayan et al., 2003). 

Por otra parte, la uveítis es acompañada por una hiperexpresión de GFAP (Hauck et al., 

2007), que indica activación glial. En el SNC, algunos estudios han demostrado que 

LPS activa las MAP quinasas ERK y p38 en los astrocitos (Bhat et al., 1998). En la 

retina, LPS induce activación de ERK, predominantemente en las células de Müller, sin 

que se detecten cambios de JNK o p38 (Takeda et al., 2002). En la uveítis experimental, 

las áreas de mayor pérdida de las proteínas propias de las uniones ocluyentes, que 

corresponden a las zonas de apertura de la barrera hemato-retinal, se asocian con 

redistribución de las prolongaciones perivasculares de los astrocitos (Xu et al., 2005). 

Dado que la endotelina astrocitaria puede controlar la permeabilidad de la barrera, cabe 

preguntarse como es afectada por la UIE.  

Los objetivos específicos de trabajo fueron: 

a. Estudiar la permeabilidad de la BHR y la reacción astrocitaria en la UIE, y su 

evolución después del tratamiento con tezosentan, el bloqueante de los receptores 

endotelinérgicos. 

b. Correlacionar estos cambios con el estado de activación de las moléculas de estrés. 
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6.1.1.1 Diseño experimental 

Se empleó el modelo de uveítis inducida por endotoxina (UIE) producido por inyección 

de LPS (Cousins et al., 1984). La severidad de la UIE fue evaluada por los siguientes 

parámetros: extravasación de fluidos y células, activación de los astrocitos y activación 

de las vías de señalización extracelular relacionadas con el estrés (ver métodos en el 

Capítulo 2).  

Utilizamos ratones de la cepa BALB-c, machos de 5-8 semanas, divididos en cuatro 

grupos experimentales según se muestra en el siguiente esquema:  

 

 

 

Al iniciar el experimento, los animales recibieron una inyección subcutánea (sc) de 

salina (S) o tesozentan (T, 10 mg/kg; Acthelion, Suiza). Una hora después recibieron 

una inyección intraperitoneal (ip) de LPS (5 mg/kg) o salina. La inyección de 

tezosentan se repitió a las 24 horas. Los animales fueron sacrificados 1 hora más tarde. 
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6.2 Resultados 

6.2.1 Características de la UIE 

En los animales controles, que no habían recibido LPS, el azul de Evans estaba 

restringido a los vasos sanguíneos. Por el contrario, la presencia extravascular de azul 

de Evans en todos los animales que recibieron LPS demostró el aumento de 

permeabilidad vascular. La extravasación apareció como edema de la papila, y focos de 

extravasación de fluidos y células dispersos en toda la superficie de la retina (Figuras 

6.1; 6.2, A y B). Los capilares de los plexos internos aparecían ingurgitados y con 

trayecto relativamente tortuoso.  

La inmunofluorescencia para GFAP, que aumentó en los astrocitos y las células de 

Müller, demostró el estado de activación glial inducido por LPS. El aumento de GFAP 

fue confirmado por Western blot (Figuras 6.3, A y B; 6.4, A y B). Simultáneamente, los 

astrocitos mostraron un leve aumento de la inmunofluorescencia endotelinérgica (Figura 

6.5, A y B). 

La UIE tuvo un marcado impacto sobre los receptores endotelinérgicos. Los receptores 

ETR-A aumentaron en la CPE, en neuronas amacrinas de la CNI, y en la CCG (Figura 

6.6, A y B). ETR-B, por su parte, aumentó en los astrocitos asociados a los vasos 

retinianos internos (Figura 6.7, A y B). 

El estado neuroinflamatorio inducido por la UIE también modificó la actividad de las 

quinasas y factores de transcripción asociados a las vías de estrés. En los animales 

controles la quinasa activada p-JNK se encontró en la retina interna, en la capa de fibras 

del NO y MLI, la CPI, y en una hilera de núcleos ubicados en la zona media de la CNI, 

que probablemente corresponden a células de Müller (Figura 6.8, A). En los animales 

con UIE la inmunorreactividad p-JNK aumentó en todos los sitios mencionados, 

especialmente en las prolongaciones vítreas de las células de Müller y los astrocitos, y 

en los núcleos de la CNI. Además, apareció inmunorreactividad en la CPE, que no fue 

observada en los animales sanos (Figura 6.8, B).  



Figura 6.2. Retinas enteras examinadas después de la inyección intravenosa de Azul de Evans. A: En una 
retina normal se observan las características de la pared de una rama oftálmica y de los capilares asociados. 
La pared del vaso tiene bordes regulares y los capilares presentan diámetro pequeño. B: Después de la 
administración de LPS, la pared del vaso oftálmico es irregular, y en tramos aparece rodeado por manguitos 
difusos que reflejan la extravasación de líquidos (punta de flecha) y células (flecha). C: El tratamiento con 
tezosentan (LPS-T) previene parcialmente los efectos de LPS sobre los vasos. D: En animales Tez-S no se 
detectan áreas de extravasación y los capilares aparecen de calibre semejante al observado en los animales 
no endotoxémicos. Calibración para todas las figuras, 50 μm.

Figura 6.1. Evaluación de la permeabilidad de la BHR en retinas enteras de animales  LPS. El colorante 
azul de Evans inyectado por vía intravenosa abandona la circulación cuando la permeabilidad de la BHR 
está aumentada. A: Se observa el patrón radial de las ramas de la arteria y vena oftálmicas, como los plexos 
vasculares internos de la retina. A esta magnificación, se observa el filtrado de colorante a nivel del nervio 
óptico, que refleja el edema papilar. B: Se muestra el manguito fluorescente perivascular que refleja la 
extravasación celular y de fluidos (punta de flecha). Calibración, A, 100 μm; B, 50 μm.



Figura 6.3. Inmunofluorescencia contra GFAP en retinas enteras. A: En los animales controles, 
no endotoxémicos, GFAP aparece en el soma y prolongaciones celulares de los astrocitos. B: En 
los animales endotoxémicos, las prolongaciones astrocitarias parecen más numerosas y de mayor 
longitud. Asimismo presentan mayor inmunofluorescencia GFAP+. C: En los animales con endo-
toxemia tratados con tezosentan, los astrocitos presentan el mismo patrón de inmunofluorescen-
cia GFAP que los animales no tratados. Calibración para todas las figuras, 25 μm.

Figura 6.4. Los estudios de Western blot para GFAP en homogenatos de retina muestran la banda 
de 50 kDa correspondiente a esta proteína. En la primera calle (salina) se observa la expresión 
basal de GFAP. Los niveles aumentan substancialmente en los homogenatos de animales endo-
toxémicos (LPS), incluso en aquellos tratados con tezosentan (LPS-T). El tratamiento con 
tezosentan de animales no endotoxémicos (Tez-S) también aumenta la expresión de GFAP, 
aunque la diferencia es menor que en los animales endotoxémicos. 



Figura 6.5. Inmunofluorescencia de ET-1 en retinas enteras. A: La marca basal de ET-1 está 
presente en los astrocitos, tanto en el soma como en los procesos celulares. B: Los animales con 
el tratamiento de endotoxemia tienen una inmunofluorescencia similar al control. C: Tezosentan 
reduce la inmunomarcación de ET-1 en los astrocitos de los grupos experimentales tratados con 
endotoxemia o salina (D). Calibración para todas las figuras, 20 µm.



Figura 6.7. Detección inmunoenzimática de ETR-B en criosecciones de retina. Solo se muestra 
la porción interna de la misma. A: En los animales controles se observa inmunorreactividad 
ETR-B, de poca intensidad, en los astrocitos. B: Los ratones tratados con endotoxina presentan 
un aumento de la marca astrocitaria. C: En los ratones con UIE tratados con tezosentan se reduce 
la inmunorreactividad ETR-B. D: Tezosentan en ausencia de endotoxemia (Tez-S) no muestra 
diferencias con el grupo control. Calibración para todas las figuras, 50 μm.

Figura 6.6. Detección inmunoenzimática de ETR-A en criosecciones de retinas. A: En los anima-
les controles (salina) encontramos ETR-A expresado en la plexiforme externa (CPE) y en células 
de la capa de células ganglionares (CCG). B: En los animales con UIE se observa un aumento de 
los niveles de inmunoreactividad en las mismas estructuras. Además, se hace evidente la inmuno-
rreactividad de algunas células que ocupan el borde interno de la CNI. C: La inmunoreactividad 
ETR-A en los animales endotoxémicos tratados con tezosentan es mucho menor que la observada 
en condiciones basales. D: Tezosentan, aún en ausencia de endotoxemia (Tez-S), reduce los nive-
les de ETR-A. Calibración para todas las figuras, 50 μm.



 

106 

 

Las retinas controles no presentaron inmunorreactividad p-c-Jun (Figura 6.9, A), pero la 

UIE indujo su aparición en la CCG y en la pared de las ramas de los vasos oftálmicos 

(Figura 6.9, B). Los animales sanos expresaban inmunorreactividad NF-B (p65), pero 

ésta era exclusivamente citoplasmática y estaba restringida a las células de la CCG y a 

prolongaciones radiales que presumiblemente corresponden a células de Müller (Figura 

6.10, A). La UEI determinó importantes modificaciones, que incluyeron: su aparición 

en la capa de fibras del NO, predominio de localización nuclear en las células de la 

CCG, presencia en núcleos grandes y alargados de la CNI y en la CPE (Figura 6.10, B).  

6.2.2 Efectos del tezosentan 

El tratamiento con tezosentan previno casi totalmente la ruptura de la barrera, dado que 

solo se observaron pequeños focos de extravasación (Figura 6.2). Sin embargo, no 

modificó la inmunorreactividad GFAP en la capa de astrocitos. Curiosamente, los 

animales no expuestos a LPS pero tratados con tezosentan (Tez-S) mostraron un leve 

aumento de la expresión de GFAP con respecto a los controles del grupo Salina (Figura 

6.3). Estos resultados fueron confirmados por Western blot (Figura 6.4). 

Tezosentan, sin embargo, redujo la inmunofluorescencia ET-1 en los astrocitos. Al igual 

que para el caso de GFAP, los astrocitos respondieron a tezosentan aún en ausencia de 

UIE, aunque ahora con un descenso de la inmunofluorescencia ET-1 (Figura 6.5).  

Además, la UIE redujo la inmunorreactividad ETR-A en todas las capas de la retina. 

Notablemente, los animales UIE tratados con el bloqueante anti-endotelinérgico 

expresaban menor inmunorreactividad ETR-A que los animales controles (Figura 6.6). 

Este descenso, aunque de menor magnitud, también se observó en animales que 

recibieron tezosentan sin exposición a LPS. El tratamiento con tezosentan también 

disminuyó el aumento de ETR-B astrocitario provocado por la UIE (Figura 6.7). 

También las quinasas y factores de transcripción incrementados por la UIE fueron 

afectados por el tratamiento con tezosentan. La p-JNK, que había aparecido en la CPE 

después de LPS, ya no fue detectada en esa capa plexiforme cuando los animales UIE 



Figura 6.8. Detección inmunoenzimática de p-JNK en cortes de retina. A: En condiciones basa-
les, las retinas muestran inmunoreactividad p-JNK en la CPI y algunas células de la CNI, aunque 
la marca más intensa está en los cuerpos celulares de la CCG. B: Después del tratamiento con 
LPS, la inmunorreactividad p-JNK incrementa marcadamente en la retina interna y aparece en la 
CPE. C: El aumento de p-JNK parece menor en los animales con UIE tratados con tezosentan. La 
reducción es muy manifiesta en la CPE. D: La inmunorreactividad p-JNK en los animales trata-
dos con tezosentan (Tez-S) sufre un leve aumento en la CPI con respecto a los controles salinos. 
Calibración para todas las figuras, 50 μm.



Figura 6.9. Detección inmunoenzimática de p-c-Jun. A: En condiciones basales, las retinas no 
presentan inmunorreactividad p-c-Jun. B: En los animales con uveítis provocada por LPS, apare-
ce inmunorreactividad en la región interna de la retina, en los núcleos celulares de la CCG. Tam-
bién se la encuentra en células estrelladas de la CPI y en la pared de los vasos sanguíneos. C: Los 
animales con UIE tratados con tezosentan (LPS-T), muestran únicamente marca en los núcleos 
celulares de la CCG. D: El tratamiento con tezosentan en ausencia de UIE no modifica la inmuno-
rreactividad p-c-Jun, que al igual que en los controles, es totalmente negativa. Calibración para 
todas las figuras, 50 μm.



Figura 6.10. Inmunodetección de NF-κB con un antisuero contra la proteína p65. A: En las retinas 
controles solamente se observa inmunorreactividad citoplasmática en las células de la CCG. B: El 
tratamiento con LPS incrementa la inmunorreactividad p65, que ahora aparece en los núcleos 
celulares de la CCG y también en los de la CNI. Además, se observa inmunorreactividad p65 en 
estructuras de la CPE. También se detecta inmunotinción en las fibras del nervio óptico, en astro-
citos y en las prolongaciones vítreas de las células de Müller. C: El tratamiento con tezosentan 
reduce la inmunorreactividad p-65, que se mantiene sin embargo en la capa de fibras del NO, la 
CCG y la CPE. D: El tratamiento únicamente con tezosentan no modifica la expresión basal de 
p65. Calibración para todas las figuras, 50 μm.
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fueron tratados con tezosentan (Figura 6.8). Tezosentan no modificó la actividad de p-

JNK en los animales sanos.  

El bloqueo endotelinérgico también modificó la activación de p-c-Jun inducida por 

LPS. Su principal efecto fue eliminar la presencia de este factor de transcripción 

activado en las células de la pared vascular (Figura 6.9). Tezosentan también redujo los 

cambios de NF-B (p65) inducidos por LPS (Figura 6.10). 
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6.3 Discusión 

La respuesta endotelinérgica a la UIE involucró tanto a la glia como a las estructuras 

neuronales. El tratamiento con un bloqueante de los receptores endotelinérgicos 

permitió minimizar la pérdida de la BHR característica de esta lesión neuroinflamatoria.  

La conservación de la BHR fue acompañada por cambios en los niveles de ET-1, ETR-

A y ETR-B. También redujo la activación de las quinasas y factores de transcripción 

relacionados con las vías de estrés. 

El endotelio vascular cerebral constituye el primer blanco del LPS (Rummel et al., 

2005). Al ser inyectado por vía sistémica, LPS se une a un receptor endotelial y penetra 

en estas células desde donde inicia una reacción masiva que incluye la permeabilización 

de la barrera hemato-cerebral y el desarrollo de una respuesta inflamatoria del tejido 

nervioso (Singh and Jiang, 2004). La acción de la glia parece ser dual. Por una parte, la 

ET-1 proveniente de los astrocitos reduce la expresión endotelial de P-glucoproteína, un 

fenómeno que contribuye a aumentar la permeabilidad de la BHR (Hartz et al., 2004). 

Por la otra, algunas evidencias sugieren que la glia podría proteger la función de la BHR 

afectada por LPS (Descamps et al., 2003; Gaillard et al., 2003). Aunque es necesaria 

mayor información para conocer los mecanismos subyacentes, nuestros datos confirman 

que la ruptura de la barrera depende, por lo menos parcialmente, de la activación de 

receptores ETR-B.  

Es interesante resaltar que tezosentan no disminuyó la expresión de GFAP en este 

modelo, aunque dicha reducción es uno de los efectos más característicos del bloqueo 

endotelinérgico en otras formas de injuria retinal (Torbidoni et al., 2006) (ver Capítulo 

5), lesiones del nervio óptico (Rogers et al., 2003a) y de otros sitios del SNC (Gadea et 

al., 2008). La diferencia entre estos modelos y la UIE probablemente corresponden a 

que esta última es un fenómeno agudo, que evoluciona espontáneamente en 24 hs, 

mientras que los casos mencionados son crónicos y requieren la administración de 

bloqueantes endotelinérgicos durante varias semanas.  

Dado que la endotoxina acelera la muerte de las neuronas ganglionares in vitro (Arai et 

al., 2003), podemos especular que la hiperexpresión de ETR-A en la CCG podría estar 
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relacionada con mecanismos apoptóticos. En los cardiomiocitos, la activación de 

receptores ETR-A previene la muerte inducida por estrés oxidativo (Kakita et al., 2001), 

por agonistas beta-adrenérgicos (Araki et al., 2000), y por privación de suero (Ogata et 

al., 2003). El aumento de ETR-A en la CCG probablemente estaría relacionado con el 

aumento de p-c-Jun y NF-B observado en los núcleos celulares de esta capa.  

La activación de la quinasa JNK es crítica para la muerte celular programada fisiológica 

o patológica, pero su acción también podría prevenir la muerte celular (Borsello and 

Forloni, 2007). Se ha postulado que la elección de uno u otro camino dependería de 

distintas isoformas de JNK, pero no existe evidencia experimental que apoye esta 

hipótesis. Sin embargo, el camino apoptótico requiere actividad JNK nuclear 

(Bjorkblom et al., 2008). Por lo tanto, se puede asumir que el aumento de p-JNK 

inducido en los núcleos de la CNI estaría relacionado con la lesión inflamatoria, y que 

tezosentan podría frenar la producción de esas lesiones.  

Tezosentan también redujo la inmunorreactividad de p-c-Jun inducida por la UIE. La 

fosforilación de c-Jun es imprescindible para numerosas respuestas inflamatorias, 

incluyendo el aumento de la permeabilidad vascular (Fahmy et al., 2006). Por lo tanto, 

su desaparición en la pared vascular por acción del bloqueante endotelinérgico sugiere 

un papel directo de los receptores endotelinérgicos en la ruptura de la BHR. 

Se ha demostrado que la regulación eficiente de NF-B tiene utilidad para el control de 

las inflamaciones locales o sistémicas, incluyendo la uveítis (Kitamei et al., 2006). En 

nuestro modelo de UEI se produjo rápidamente la translocación nuclear de este factor 

de transcripción en las células de la CCG y las células de Müller. Asimismo, se observó 

su aparición en astrocitos y en la CPE. Cambios semejantes se encuentran en un modelo 

de uveítis inmune (Kitamei et al., 2006). Tezosentan redujo los cambios inducidos por 

LPS, especialmente la translocación nuclear en las células de Müller.  

Parece importante señalar, que tezosentan indujo cambios en ciertos parámetros 

retinales aún en animales sanos, no expuestos a LPS. La hiperexpresión de GFAP 

inducida por el bloqueo endotelinérgico, previamente descrita por nosotros (Torbidoni 

et al., 2006), fue confirmada por los experimentos descriptos en este capítulo. La 
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hiperexpresión de GFAP es una señal de injuria neural pero no es necesariamente 

indicio de mayor daño. Por el contrario, en ciertos modelos se considera que la 

activación astrocitaria podría tener efecto neuroprotector (Gonzalez Deniselle et al., 

2001). También se encuentra una activación semejante en el precondicionamiento 

isquémico (Casson et al., 2003). De este modo, el leve aumento de GFAP observado por 

acción del tezosentan constituye probablemente una forma de neuroprotección 

(Torbidoni et al., 2006). 

Además, demostramos que, aún en los animales sanos, tezosentan reducía la 

inmunorreactividad ET-1 en los astrocitos y la inmunorreactividad ETR-A en todas sus 

localizaciones neuronales. En estos animales también modificó la actividad p-JNK en 

los estratos sinápticos de la retina. La presencia de p-JNK en la CPI, que indica una 

localización neuronal, podría estar asociada a la fosforilación de proteínas sinápticas, 

como PSD-95 (Kim et al., 2007). El aumento de la actividad p-JNK inducido por 

tezosentan en los estratos más externos de la CPI, sugiere que la actividad 

endotelinérgica podría regular la neurotransmisión en alguna etapa de la vía visual.  

En resumen, la UIE murina involucra una respuesta del sistema endotelinérgico que 

facilitaría la pérdida de barrera hemato-retinal, y que puede ser reducida por el bloqueo 

de los receptores endotelinérgicos. Este resultado probablemente depende de la 

activación de diversos mecanismos intrarretinianos, que incluyen la activación de la glia 

y de las vías intracelulares de estrés. 
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7. Conclusiones generales 

 

El sentido de la vista tal como lo conocemos depende de las funciones transductoras y 

transmisoras de la retina, una red neuronal fotosensible que hasta ahora no ha podido ser 

reproducida artificialmente. En gran medida, porque la función visual exige que el 

sistema neural de recepción ocupe una posición espacial definida, con gran exposición 

al medio ambiente de donde proviene la luz y sin embargo, protegida de los 

componentes eventualmente nocivos del mismo. Por otra parte, la retina, al igual que 

otras regiones del sistema nervioso central, requiere un medio interno propio, distinto 

del medio sistémico. Mi trabajo de tesis estuvo dedicado al análisis de esta particular 

posición de la retina con respecto a otros tejidos del organismo y con respecto al medio 

ambiente, que definen interfases concretas conocidas como “barreras”. Como expliqué 

en la Introducción, estas barreras han sido objeto de numerosos estudios. Todavía 

seguimos describiéndolas con términos provenientes de la Mecánica, pero es cada vez 

más evidente que tienen un comportamiento complejo, donde la mayor parte de sus 

elementos responden de manera condicional, según el contexto molecular de cada 

momento y lugar. 

Es por este motivo que me interesó analizar una pequeña muestra de las moléculas que 

más contribuyen a regular las funciones celulares, los receptores acoplados a proteínas 

G (GPCRs), en el escenario de las distintas interfases que permiten a la retina mantener 

su posición de privilegio sin perder contacto con el medio externo e interno. En cada 

una de ellas elegí uno de los muchos receptores presentes e intenté replantear su 

funcionalidad en condiciones fisiológicas y patológicas. Vale la pena mencionar aquí 

que muchas enfermedades oftalmológicas tienen primaria- o secundariamente, una 

alteración de una o más barreras. 

La interfase con el medio ambiente, imprescindible porque es el portador de la luz, 

ocurre a nivel de la superficie anterior del ojo. Aquí pude estudiar los receptores 

canabinoides, CB1 y CB2, que no habían sido descriptos previamente en esta 

localización. En muestras de epitelio conjuntival, demostré la capacidad de CB1 y CB2 
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para reducir los niveles intracelulares de AMPc. Más importante aún, logré constatar 

sus interacciones con las vías intracelulares de estrés. En otros términos, las evidencias 

obtenidas muestran que la activación de estos receptores puede reducir los fenómenos 

gatillados por una citoquina inflamatoria. Este hallazgo implica que el sistema 

canabinoide es de gran importancia para comprender la patogenia y descubrir nuevos 

tratamientos para el alivio de las frecuentes enfermedades inflamatorias de la superficie 

anterior del ojo. Otro hallazgo importante es el efecto promotor del crecimiento epitelial 

de estos receptores. Interesa decir aquí, que en el laboratorio prosiguen estudios de CB1 

y CB2 en el epitelio corneal, donde la facilitación de la proliferación celular podría ser 

aplicada a las condiciones clínicas que requieren la regeneración de ese epitelio. 

Las interfases con el medio interno dependen del intercambio entre la circulación 

sanguínea y la retina. La barrera hemato-retinal externa está dada por el cierre del 

espacio extracelular del epitelio pigmentario retinal (EPR). La adhesión entre los 

fotorreceptores y el EPR es de gran importancia clínica, ya que su pérdida da lugar al 

desprendimiento de retina (DR). Habitualmente, la retina desprendida se reaplica por 

medios quirúrgicos, pero la recuperación funcional rara vez es completa y en ocasiones 

ocurre la proliferación vitreoretinal (PVR). El estudio de estas lesiones en modelos 

experimentales desarrollados en nuestro laboratorio, me llevó al análisis de ligandos de 

GPCRs. Así, pude demostrar que la melatonina modifica profundamente la adhesividad 

entre la retina y el EPR, y que además podría ejercer un efecto protector sobre el EPR 

desprendido. La dopamina, otro integrante de la cadena de señalización, reprodujo 

parcialmente los efectos de melatonina. 

En la PVR, donde el daño de las barreras es mayor, estudios previos de nuestro 

laboratorio mostraron que la glia de Müller participa en la formación de las membranas 

características de esta lesión. Por otra parte, también habíamos demostrado la presencia 

de endotelina y sus receptores en los astrocitos, que son un componente importante de la 

barrera hemato-retinal interna. Descubrí que la inducción de lesiones tipo PVR en un 

modelo experimental en ratón se asocia a aumento de la expresión de endotelina y sus 

receptores en la retina y en las membranas que se forman después de la lesión de la 

membrana limitante interna de la retina. También observe la presencia de estas 
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moléculas en membranas humanas que habían sido removidas quirúrgicamente. A nivel 

experimental, pude demostrar que el tratamiento de los animales con PVR inducida con 

un bloqueante de los receptores endotelinérgicos eliminó la formación de las 

membranas epirretinales. Por lo tanto, cabe imaginar que estos bloqueantes, o drogas 

derivadas de los mismos, puedan ser de utilidad en el tratamiento de esta enfermedad.  

Las uveítis, independientemente de su etiología, dependen también de una alteración de 

la barrera hematorretinal. El modelo de uveítis inducida por endotoxina (UIE) me 

permitió demostrar que el aumento de permeabilidad de la barrera, la reacción 

astrocitaria y la activación de las vías intracelulares de estrés pueden ser reguladas por 

los receptores endotelinérgicos.  

Mucho se puede y debe hacer todavía en este terreno, tanto por su interés biológico 

como clínico.  
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